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Zusammenfassung 

T-Zellantworten in Tumorpatienten korrelieren mit einer verbesserten Prognose. Hierfür 

sind unter anderem zytotoxische T-Zellen verantwortlich, die Tumorantigene auf 

Tumorzellen erkennen. Die therapeutische Einleitung oder Verstärkung solcher 

tumorantigenspezifischer T-Zellantworten ist daher ein wesentliches Ziel der 

Tumorimmuntherapie. Bisher sind die Ziel-Antigene prognostisch relevanter, spontaner T-

Zellantworten jedoch nicht bekannt.  

Im Zuge dieser Arbeit wurde daher eine systematische Untersuchung durchgeführt, um die 

Antigene zu identifizieren, welche spontane T-Zell-Antworten bei Patienten mit kolorektalem 

Karzinom auslösen. T-Zellantworten gegen diese neu identifizierten Antigene wurden in 

einer größeren Patientenkohorte mit T-Zellantworten verglichen, die gegen bereits 

etablierte „kanonische“ Tumorantigene gerichtet sind, welche häufig therapeutisch für 

Tumorimmuntherapien eingesetzt werden. 

Die Etablierung einer gesamtproteombasierten Technologie PF2D (Proteinfraktionierung in 

zwei Dimensionen) in unserer Arbeitsgruppe erlaubte es, aus Lysaten von Primärtumoren 

und Lebermetastasen Protein-Fraktionen zu identifizieren, die eine starke T-Zell-Antwort in 

ELISpot-Analysen auslösen konnten. Über massenspektrometrische Analysen und weitere 

ELISpots konnten aus diesen Fraktionen 21 bisher unbekannte tumorassoziierte Antigene 

identifiziert werden. Dabei zeigte sich, dass die T-Zell-Antwort bei Primärtumoren und 

Lebermetastasen gegen verschiedene Antigene gerichtet ist. Einige der identifizierten TAA 

zeigen außerdem auf Tumorstammzellen eine erhöhte Expression. Weitere Analysen zeigten 

im Blut der Patienten zudem eine höhere Frequenz von T-Zellen, die spezifisch gegen die neu 

identifizierten TAA reagierten, verglichen mit bereits bekannten, kanonischen TAA.  

In einem zweiten Teil der Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit 

kolorektalem Karzinom spontane T-Zell-Antworten gegen mutierte Formen 

tumorassoziierter Antigene induzieren können. Diese Patienten weisen im Blut höhere 

Frequenzen spezifischer T-Zellen gegen die mutierten Formen auf als gegen die 

korrespondierenden Wildtyp-Antigene und zeigen außerdem eine verstärkte Immunantwort. 
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Diese Arbeit zeigt, dass klassische tumorassoziierte Antigene für die Immunantwort gegen 

Tumore nur eine Nebenrolle spielen. Patientenindividuelle Antigene, die durch die 

einzigartige Entwicklung des Tumors entstehen, besitzen eine hohe Immunogenität und 

bieten daher ein besseres Ziel für das Immun-Monitoring oder gerichtete T-Zell-Therapien. 
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Abstract 

T cell responses in cancer patients correlate with improved prognosis. This effect can 

partially be attributed to cytotoxic T cells that recognize tumor antigens on cancer cells. 

Hence, the induction or improvement of such therapeutic tumor antigen-specific T cell 

responses is a major goal of tumor immunotherapy. So far the target-antigens of relevant 

prognostic T cell responses are unknown. 

In this thesis a systematic analysis was performed to identify those antigens that are able to 

elicit spontaneous T cell responses in patients with colorectal carcinoma. Those responses 

against the newly identified antigens were then compared, in a larger patient cohort, to T 

cell responses against established “canonical” tumor antigens that are commonly used for 

immunotherapy. 

The establishment of the proteome-based technology PF2D (Protein fractionation in two 

dimensions) in our group allowed the identification of protein fractions out of lysates from 

primary and metastatic tumor tissue that were capable to elicit strong T cell responses in 

ELISpot assays. With mass spectrometry and further ELISpot tests we could identify 21 so far 

unknown tumor-associated antigens. We could show that the T cell response was directed 

against different antigens in primary tumors or liver metastasis. Some of the identified 

antigens were selectively overexpressed on tumor stem cells. Additionally in the blood of 

these patients there was a higher frequency of T cells specific for the newly identified TAA in 

comparison with canonical TAA, that have been described in the past.  

In part two of this thesis we could show that patients suffering from colorectal cancer are 

able to induce spontaneous T cell responses against mutated forms of tumor-associated 

antigens. These patients harbor higher frequencies of T cells in the blood that are specific for 

the mutated forms compared to the corresponding wildtyp antigens and they show an 

increased immune response. 

This work shows that classical tumor-associated antigens play a minor role in the immune 

response against tumors. Patient-individual antigens, a result of the unique tumor 

development in every patient, are highly immunogenic and serve as better targets for 

immune monitoring and directed T cell therapies. 
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1 Einleitung 

1.1 Das kolorektale Karzinom 

Krebserkrankungen gehören zu den häufigsten Todesursachen weltweit. In Deutschland sind 

sie, laut Zahlen der Weltgesundheitsorganisation WHO, nach den Kreislauferkrankungen die 

zweithäufigste Todesursache, aber auch in den Entwicklungsländern steigt die Inzidenz vieler 

Krebsarten seit Jahren stark an und wird durch die Ausbreitung eines „westlichen 

Lebensstils“ weiter zunehmen (Jemal et al. 2010). In Europa entwickelt statistisch gesehen 

jede dritte Person im Laufe ihres Lebens Krebs. Knapp 400.000 Menschen erkranken in 

Deutschland jedes Jahr, ungefähr gleich verteilt auf Frauen und Männer. Knapp Dreiviertel 

der Neuerkrankungen tritt bei über 60-jährigen auf. Durch die demografische Entwicklung 

und die höhere Lebenserwartung in Deutschland könnte längerfristig auch das relative 

Inzidenzrisiko steigen. 

Das kolorektale Karzinom, das 95 % aller bösartigen Darmtumore ausmacht, ist in 

Deutschland die zweithäufigste Krebsneuerkrankung bei Männern wie bei Frauen. Auch bei 

den Krebstodesursachen rangieren Darmtumore auf Platz 2 bei Männern und auf Platz 3 bei 

Frauen. Damit beträgt, nach Daten des Statistischen Bundesamts, das Risiko einer oder eines 

Deutschen, im Laufe seines Lebens an Darmkrebs zu erkranken etwa 6 %, und daran zu 

versterben etwa 2,5 - 3,0 %. 

 

1.1.1 Die Entstehung des kolorektalen Karzinoms 

Die Entwicklung des kolorektalen Karzinoms verläuft über viele Jahre und kann in 

verschiedene Phasen eingeteilt werden. Die Entstehung eines Darmtumors beginnt mit der 

Veränderung des normalen Darmepithels durch Mutationen. Diese erlauben den 

Epithelzellen über das physiologische Maß hinaus zu proliferieren. Dadurch bilden sich 

Darmpolypen, auch Adenome genannt. Bei einer seltenen vererblichen Erkrankung, der 

familiären adenomatösen Polyposis, kommt es zur massenhaften Bildung von Polypen, was 

unbehandelt ein immenses Darmkrebsrisiko darstellt. Diese pilzförmigen Neubildungen sind 

zunächst gutartig und erhöhen bei geringer Größe das Risiko an Darmkrebs zu erkranken nur 
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unwesentlich. Durch weitere Mutationen kommt es jedoch zu einem Fortschreiten der 

Erkrankung bis hin zu einem invasiven Verhalten der Zellen, bei dem sie in nebenliegendes 

Gewebe eindringen. Diese Entdeckung, dass sich aus harmlosen Polypen durch weitere 

Mutationen aggressive Adenokarzinome entwickeln, wurde bereits in den achtziger Jahren 

als Adenom-Karzinom-Sequenz beschrieben (Deyhle 1980; Vogelstein et al. 1988), und 

führte 2002 zur Einführung der Vorsorge-Koloskopie in Deutschland.  

Die verschiedenen Stadien der Tumorentwicklung werden durch eine internationale 

Organisation, die UICC, definiert. Definitionsgemäß liegt in Stadium I eine Invasion der unter 

der Darmschleimhaut liegenden Submukosa bis maximal in die Tunica Muscularis vor. Die 

Infiltration der Subserosa, des Bauchfells oder anderen Nachbarorganen charakterisiert das 

Stadium II. Im dritten Stadium sind bereits lokale Metastasen in den Lymphknoten 

nachweisbar. Das letzte Stadium IV beinhaltet die Invasion in weiter entfernte Organe und 

die Bildung von Fernmetastasen, beim kolorektalen Karzinom meist in Leber oder Lunge. 

Analog zur Adenom-Karzinom-Sequenz, bei der durch Mutationen aus einem gutartigen 

Polypen ein bösartiges Karzinom entsteht, spielen auch bei der Wandlung eines nicht-

invasiven Karzinoms zu einer Metastase vor allem durch Mutationen ausgelöste zelluläre 

Veränderungen eine wichtige Rolle (Fidler und Kripke 1977). Dieser Prozess wurde als 

„metastatische Kaskade“ beschrieben (Viadana et al. 1978). In dieser Kaskade erwerben die 

Zellen des Primärtumors grundlegende neue Eigenschaften um sich von einer Zelle des 

Darmepithels zu einer metastasierenden Zelle zu wandeln.  

Zu Beginn der Tumorentwicklung erlangen die die epithelialen Zellen die Fähigkeit zu 

Zellwachstum und Zellteilung über das physiologische Maß hinaus und erlangen eine 

Resistenz gegenüber der Apoptose. Durch diese Eigenschaften wächst der Tumor und bald 

benötigt er eine erhöhte Angiogenese um den Sauerstoffbedarf zu decken. Neben der 

Bildung neuer Blutgefäße führt ein Mangel an Sauerstoff auch dazu, dass die Zellen 

selektivem Druck ausgesetzt werden, der sie dazu treibt, aus den hypoxischen Zonen zu 

wandern (Plasswilm et al. 2000). Der Schritt zu einem invasiven Karzinom geht mit einer 

grundlegenden Änderung der Zellmorphologie einher, der sogenannten epithelialen-

mesenchymalen Transition (EMT) (Greenburg und Hay 1982). Die Zellen wandeln sich dabei 

von einem epithelialen zu einem vorläuferähnlichen mesenchymalen Phänotyp, der es den 

Zellen erlaubt, zu migrieren. In diesem Zustand sind die Zellen in der Lage, die extrazelluläre 
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Matrix zu durchbrechen und naheliegende Organe zu infiltrieren (Kramer und Nicolson 1979; 

Franz et al. 2006). Erste Metastasen bilden sich häufig in den lokalen Lymphknoten (Grimes 

und Bell 1952), sind aber wohl nicht ausschlaggebend für die spätere Bildung von 

Fernmetastasen (Campos et al. 2011). Die Entstehung von Fernmetastasen beim 

kolorektalen Karzinom beginnt mit dem Eindringen von Tumorzellen in die Blutbahn. Die 

Bedeutung dieser zirkulierenden Tumorzellen (CTC) wurde bereits in den sechziger Jahren 

untersucht (Roberts et al. 1967). Tatsächlich überleben die meisten CTC nur kurze Zeit im 

Blut, da sie durch mechanische Scherkräfte (Weiss 1992), oder das Immunsystem getötet 

werden (Wexler et al. 1976). Beim kolorektalen Karzinom gelangen die zirkulierenden Zellen 

aus dem gastrointestinalen System über die Pfortader in die Leber. Dort bleiben sie häufig in 

den kleinen Kapillaren stecken, und verlassen das Blutsystem durch Extravasation (Eder und 

Weiss 1991). Durch eine umgekehrte Wandlung, der mesenchymalen-epithelialen Transition 

(MET), erreichen die Zellen einen Zustand, der die Bildung von ersten Mikrometastasen 

zulässt. Der gesamte Prozess der Metastasierung ist äußerst ineffizient und über 99 % aller 

Zellen, die den Tumor verlassen, überleben nicht (Mehlen und Puisieux 2006). Dennoch sind 

metastasierte Tumore für 90 % der Krebstoten verantwortlich (Mehlen und Puisieux 2006). 

 

1.1.2 Krebsstammzellen 

Bereits 1855 vermutete der deutsche Pathologe Rudolph Virchow, dass Tumore durch die 

Aktivierung ruhender embryonen-ähnlicher Zellen entstehen (Virchow 1855). In den 1960er 

und 1970er Jahren diskutierten Forscher dann intensiv die Ähnlichkeiten von Tumorzellen 

und Stammzellen (Potter 1978). So verfügen Tumorzellen über viele Eigenschaften, die sonst 

nur Stammzellen aufweisen: Tumorzellen und Stammzellen sind wenig differenziert, haben 

die Fähigkeit zur Migration, besiedeln bestimmte Gewebenischen bevorzugt und vor allem 

besitzen beide Zelltypen die Fähigkeit zur Selbsterneuerung und beide bringen Zellen hervor, 

die in verschiedene Typen ausdifferenzieren können (Wang und Dick 2005). Dabei wurde 

früh die Frage aufgeworfen, ob aus Stammzellen Tumorzellen entstehen können (Hamburger 

und Salmon 1977). Zwei wichtige Erkenntnisse führten dazu, dass diese Theorie der 

Krebsstammzellen (CSC) heute als gut belegt gilt. Erstens wurden in fast allen menschlichen 

Organen adulte Stammzellen gefunden, welche als Ursprung für Tumore in Frage kommen, 

und der Gruppe um Michael Clarke gelang es als Erste Krebsstammzellen auch in soliden 

Tumoren nachweisen (Al-Hajj et al. 2003). Zum Zweiten wurde entdeckt, dass nicht alle 
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Tumorzellen die gleichen Eigenschaften haben, und nur wenige Zellen in der Lage sind, neue 

Tumore zu bilden, wenn sie entnommen und neu transplantiert werden. So gelang es der 

Gruppe um John Dick zu zeigen, dass nur bestimmte Zellen einer akuten myeloischen 

Leukämie in der Lage sind, nach einer Transplantation erneut eine Leukämie zu initiieren 

(Lapidot et al. 1994). Ganz ähnlich wie bei pluripotenten Stammzellen sind in diesen 

Experimenten nur einige wenige Leukämiezellen in der Lage, neue Tumoren zu bilden, 

wohingegen die Mehrzahl der Tumorzellen zwar stark proliferieren, jedoch nur ein geringes 

Potential zur Selbsterneuerung und somit zum Tumorwachstum aufweisen. Seit diesen 

grundlegenden Entdeckungen wurde bei vielen soliden Tumoren, darunter auch bei 

kolorektalen Karzinomen, nachgewiesen, dass auch hier nur eine kleine Subfraktion von 

Zellen neue Tumore in Mäusen bilden können. Der Forschungsgruppe um Hanno Glimm am 

NCT Heidelberg gelang es, solche Krebsstammzellen zu isolieren und in Kultur zu halten. 

Dabei zeigte sich, dass es unter den Krebsstammzellen verschiedene tumorinitiierende 

Zellen (TIC) gibt, die sich beispielsweise in ihrem Potential unterscheiden, Metastasen bilden 

zu können (Dieter et al. 2011). 

Neben der Fähigkeit, sich selbst zu erneuern und Metastasen zu bilden, besitzen 

Krebsstammzellen jedoch noch weitere Stammzelleigenschaften, die für Krebstherapien von 

Bedeutung sind. So verfügen (Krebs-)Stammzellen über eine natürliche Resistenz gegenüber 

Chemotherapeutika, da sie einen ATP-Transporter besitzen, der selektiv die zytotoxischen 

Substanzen aus dem Zellinnern befördert. (Dean et al. 2005). Daneben verharren sie häufig 

im Ruhezustand ohne sich zu teilen und schützen damit die Zelle vor 

medikamenteninduzierter Apoptose (Kucia und Ratajczak 2006). Deshalb kommt es bei 

vielen Therapien durch das Absterben von Krebszellen zu einer starken Reduktion der 

Tumormasse, die Krebsstammzellen aber überleben häufig und können langfristig zu 

Rezidiven und Metastasen führen. Hier könnten geeignete Immuntherapien großes Potential 

besitzen. Eine Erkennung der Zellen vorausgesetzt, könnte eine T-Zell-Therapie nicht nur 

verbliebene CSC an der Primärtumorstelle, sondern auch zirkulierende Tumorzellen (CTC) 

und Mikrometastasen effektiv bekämpfen. 

 



   Seite | 5 

1.2 Die T-Zell-Immunität bei Tumorerkrankungen 

1.2.1 T-Zell-Entwicklung 

Obwohl die generellen Mechanismen der T-Zell-Biologie schon bekannt waren, war noch vor 

zwanzig Jahren nicht klar, ob T-Zellen in der Lage sind Tumorzellen effizient zu erkennen und 

abzutöten. T-Zellen erkennen Antigene, kurze Peptide, die auf MHC-Molekülen (Major 

Histocompatibility Complex, Hauptgewebeverträglichkeitskomplex) auf der Oberfläche von 

Zellen präsentiert werden. Die Erkennung der Peptide erfolgt über die T-Zell-Rezeptoren, die 

während der Entwicklung der T-Zellen im Thymus entstehen. Die T-Zell-Rezeptoren 

entstehen durch somatische Rekombination verschiedener Gensegmente und erhalten so 

und durch eine ungenaue Verknüpfung der Genabschnitte eine hohe Diversität. Um die 

Funktion der Rezeptoren zu gewährleisten und eine Reaktion gegen körpereigenes Gewebe 

auszuschließen, sind eine positive sowie eine negative Selektion notwendig. Diese 

Selektionsschritte werden durch die Bindung des T-Zell-Rezeptors an MHC-Moleküle mit 

körpereignen Peptiden vermittelt (Derbinski et al. 2001). T-Zellen, die mit ihren Rezeptoren 

nur schwach oder gar nicht an MHC-Peptid-Komplexe binden, werden negativ selektioniert. 

Dasselbe geschieht mit T-Zellen, die zu stark an den Komplex binden, da sie 

Autoimmunerkrankungen auslösen könnten. Nur T-Zellen, die mit mittlerer Affinität an 

MHC-Moleküle mit körpereigenem Peptid binden, werden positiv selektioniert. Diese 

Schritte in der Entwicklung der T-Zell-Rezeptoren sind deshalb so bedeutend, da es sich bei 

Krebszellen um körpereigenes Gewebe handelt, das somit auch keine Fremdproteine enthält 

wie Virus-infizierte Zellen oder Bakterien. Für das Immunsystem ist es deshalb deutlich 

schwieriger, eine Tumorzelle zu erkennen als eine Zelle, die mit Viren infiziert ist. Trotzdem 

unterscheiden sich Krebszellen von gesunden Körperzellen und bilden damit die Grundlage 

für eine Erkennung durch T-Zell-Rezeptoren und ihre Vernichtung durch die T-Zellen.  

 

1.2.2 Tumorassoziierte Antigene und die Aktivierung von T-Zellen 

Antigene, die zur Erkennung der Tumorzellen durch T-Zellen führen können, sind 

beispielsweise körpereigene Proteine, die stark überexprimiert sind. Durch diese 

Überexpression steigt die Anzahl der MHC-Moleküle mit dem gleichen Peptid und damit 

auch die Avidität der T-Zell-Rezeptor-Bindung, wodurch eine Reaktion der T-Zelle möglich 

wird. Eine andere Klasse von Antigenen sind Peptide, die durch Mutationen entstehen. 
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Durch die veränderte Gensequenz entstehen Peptide mit anderen Aminosäuren oder durch 

die veränderte Antigen-Prozessierung sogar komplett neue Peptidsequenzen, die präsentiert 

werden. Des Weiteren exprimieren Tumore häufig Antigene, die mit bestimmten 

Differenzierungsstadien assoziiert sind oder ausschließlich in der embryonalen Entwicklung 

vorkommen. Auch Proteine mit veränderter Glykosylierung können Ziele für T-Zellen sein. 

Eine letzte und spezielle Gruppe sind onkovirale Antigene. Sie spielen vor allem eine Rolle 

bei Tumoren, die durch Viren ausgelöst werden, z.B. durch Hepatitis B oder das Papilloma-

Virus. 

Antigene führen in einem geeigneten Kontext – beispielweise einer Entzündung – zur 

Aktivierung der T-Zell-Antwort. Dabei müssen naive T-Zellen aus dem Thymus zuerst durch 

professionelle Antigen-präsentierende Zellen (APC), beispielsweise Dendritische Zellen (DC), 

aktiviert werden, bevor sie Tumorzellen abtöten können. Dendritische Zellen sind in der Lage, 

Proteine aus ihrer Umgebung, z.B. von nekrotischen Tumorzellen, aufzunehmen, zu 

prozessieren und auf ihren MHC-Molekülen zu präsentieren. Durch sogenannte „Danger-

Signale“ wird die Aufnahme von Antigenen gestoppt und die Reifung der Dendritischen 

Zellen eingeleitet. Diese wandern aus dem Gewebe in lokale Lymphknoten ein. Dort sind sie 

in der Lage, Tumor-spezifische, naive T-Zellen durch die präsentierten Antigene und co-

stimulatorische Moleküle zu aktivieren. Die so aktivierten T-Zellen vermehren sich, strömen 

aus und wandern gezielt in entzündetes Gewebe ein. Wenn sie dort auf Tumorzellen treffen, 

die das spezifische Antigen der T-Zelle auf ihrer Oberfläche präsentieren, ist die T-Zelle in der 

Lage, Tumorzellen gezielt und nacheinander in die Apoptose zu treiben. Dabei bedient sie 

sich verschiedener Effektorfunktionen. 

 

1.2.3 T-Zell-Effektorfunktionen 

In zytotoxischen T-Zellen befinden sich Granula mit bereits synthetisierten 

Effektormolekülen. Diese werden bei einer Reaktion gegen Tumorzellen gezielt 

ausgeschüttet und setzen beispielsweise Perforine frei, welche Poren in der Zellmembran 

der Tumorzelle bilden. Durch diese Poren gelangen dann die ebenfalls freigesetzten 

Granzyme in die Zelle (Masson et al. 1986). Im Zellinnern wird durch die Granzyme eine 

Kaskade von Caspasen in Gang gesetzt, die letztlich zur Fragmentierung der DNA und der 

Auflösung der Zelle in kleine Vesikel führt (Simon et al. 1987). Die Caspasen-Kaskade kann 
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auch unabhängig vom Perforin/Granzym-System eingeleitet werden. Aktivierte T-Zellen 

tragen auf ihrer Oberfläche den Liganden für einen sogenannten Todesrezeptor, den Fas-

Rezeptor, der auf Tumorzellen vorkommt. Durch die Interaktion der beiden Moleküle kommt 

es ebenfalls zur Aktivierung der Caspasen und zur Apoptose der Tumorzelle (Trauth et al. 

1989).  

Ein weiteres wichtiges Molekül, das bei Reaktion einer zytotoxischen T-Zelle ausgeschüttet 

wird, ist Interferon-γ (IFN-γ), das vielfältige Funktionen besitzt. Zuerst einmal führt 

Interferon-γ dazu, dass vermehrt MHC-Moleküle mit Peptiden beladen und auf der 

Zelloberfläche präsentiert werden. Unter anderem wird das Immuno-Proteasom induziert 

(Belich et al. 1994; Dick et al. 1996), die TAP-Transporter aktiviert sowie die Expression der 

MHC-Klasse-I und Klasse-II-Proteine gesteigert (Boehm et al. 1997). Dies alles erhöht die 

Antigen-Präsentation und verbessert so die anti-Tumor-Wirkung von T-Zellen enorm. 

Daneben hat Interferon-γ direkte Effekte auf die Proliferation und den Zelltod. Das 

Tumorwachstum wird durch einen Stopp des Zellzyklus unterdrückt (Balkwill und Taylor-

Papadimitriou 1978; Roos et al. 1984). Dies wird vor allem über die Induktion von Inhibitoren 

der Cyclin-abhängigen Kinasen erreicht (Harvat et al. 1997). Außerdem ist Interferon-γ in der 

Lage, das Onkogen c-myc, das eine wichtige Rolle in vielen Tumoren spielt, über 

verschiedene Signalwege herunter zu regulieren (Ramana et al. 2000). Darüber hinaus kann 

Interferon-γ auch direkt Apoptose in Zielzellen auslösen, indem es mittelbar ebenfalls die 

Caspasen-Kaskade aktiviert (Chin et al. 1997). Neben diesen Effekten, die direkt auf die 

Zielzelle wirken, hat Interferon-γ auch systemische Wirkung und eine Funktion in der 

Immunmodulation. So ist es eines der Schlüsselzytokine, welches dafür sorgt, dass eine 

Immunreaktion eher in Richtung der zellulären TH1-Antwort geführt wird und die tendentiell 

humoralen TH2-Zellen unterdrückt werden (Gajewski und Fitch 1988; Boehm et al. 1997). 

Des Weiteren induziert Interferon-γ die Sekretion von Chemokinen, die dafür sorgen, dass 

weitere T-Zellen in den Tumor einwandern (Taub et al. 1993). Insgesamt induziert 

Interferon-γ mehr als 100 Gene und vermittelt somit eine umfassende anti-Tumor-Antwort. 

Der menschliche Körper verfügt mit den T-Zellen über eine Waffe gegen entartete Zellen. 

Wie eingangs erwähnt, war trotzdem lange Zeit nicht klar, ob T-Zellen tatsächlich in der Lage 

sind Tumorzellen effizient zu erkennen und abzutöten.  
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1.2.4 Immuno-Surveillance  

Bereits im Jahr 1909 äußerte der Immunologe Paul Ehrlich die Vermutung, dass Tumore 

durch das Immunsystem bekämpft und zerstört werden könnten (Ehrlich 1909). Zu seiner 

Zeit gab es aber keine Möglichkeiten diese Vermutung auch experimentell zu belegen. Es 

dauerte daher weitere 50 Jahre bis die ersten Hinweise auf eine Beteiligung des 

Immunsystems an der Tumorbekämpfung entdeckt wurden: die tumorassoziierten Antigene 

(TAA) (Old und Boyse 1964). Zum ersten Mal war belegt worden, dass es T-Zellen gibt, die 

Tumorzellen erkennen und somit die Fähigkeit besitzen sollten, diese auch abzutöten. Auch 

durch diese Entdeckung wurde das Konzept der Immuno-Surveillance (Immun-Überwachung) 

bei Krebs populärer (Burnet 1957; Burnet 1957). Weitere Beobachtungen stützten diese 

Theorie, die Keast auf vier Punkte zusammengefasst hat (Keast 1970). Erstens tritt Krebs 

normalerweise zu den Zeitpunkten im Leben auf, an denen das Immunsystem geschwächt ist, 

wie bei Älteren oder Menschen mit Fehlfunktionen im Thymus. Zweitens steigt die Krebs-

Inzidenz nach der Behandlung mit Immunsuppressiva an. Drittens lässt sich der gleiche 

Effekt auch experimentell durch eine Entnahme des Thymus bei Mäusen nachweisen. 

Viertens und letztens zeigen auch seltene Erkrankungen, die durch einen Mangel in der 

zellulären Immunität gekennzeichnet sind, eine hohe Inzidenz von Tumoren, wenn die 

Patienten lange genug überleben, um deren Entwicklung zu erlauben. 

Diese Beobachtungen und das Konzept der Immun-Überwachung wurden jedoch durch neue 

Experimente in Frage gestellt. So wurde gezeigt, dass es keinen Unterschied gibt in der 

Tumorentwicklung von spontanen sowie von induzierten Karzinomen bei Mäusen mit vollem 

Immunsystem und solchen, die nur ein rudimentäres Immunsystem besitzen (Stutman 1974; 

Stutman 1975). In den Folgejahren wurde viel darüber diskutiert, warum das Immunsystem 

Tumorzellen nicht erkennen kann. So dauerte es erneut einige Zeit, bis Anfang der 1990er 

die Möglichkeiten zum gezielten Abschalten von Genen in Mäusen neue Erkenntnisse 

brachte. So wurde gezeigt, dass in Mäusen mehr spontane oder über Karzinogene induzierte 

Tumore auftraten, wenn das Gen für Interferon-γ nicht funktional war (Kaplan et al. 1998). 

Ähnliche Ergebnisse waren auch zu beobachten wenn Mäuse komplett ohne T-Zellen, B-

Zellen und NK-Zellen auskommen mussten (Shankaran et al. 2001). Heute ist allgemein 

akzeptiert, dass das Immunsystem auf verschiedene Weise vor Tumoren schützen kann. So 

beschreibt Schreiber drei Hauptfunktionen der Immunzellen gegen Krebs. Zum einen bietet 

es einen Schutz vor Viren, die Tumore auslösen können. Zweitens werden durch die zügige 
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Eliminierung von Pathogenen chronische Entzündungen vermieden, die auf vielfältige Weise 

zur Tumorbildung beitragen könnten. Zuletzt ist das Immunsystem auch in der Lage, über 

tumorassoziierte Antigene direkt Tumorzellen zu abzutöten (Schreiber et al. 2011).  

 

1.2.5 Immuno-Editing 

Wie steht es also um das Konzept der Immun-Überwachung aus der sechziger Jahren und 

wie erklärt man sich die Entwicklung eines Tumors trotz der vielfältigen Fähigkeiten des 

Immunsystems? Heute ist bekannt, dass nicht nur die Anzahl der Tumorzellen durch das 

Immunsystem beeinflusst wird, sondern auch deren Qualität. Das neue Konzept, bei dem 

postuliert wird, dass die Aktionen der Immunzellen die Krebszellen verändern, nennt man 

Immuno-Editing (Immun-Abwandlung) (Dunn et al. 2002). Auslöser für diese Hypothese 

waren Experimente mit Mäusen, die gezeigt haben, dass Tumore unter dem Druck eines 

funktionierenden Immunsystems ihre Immunogenität vermindern; im Unterschied zu 

Tumoren, die in Mäusen ohne Immunfunktionen wuchsen (Shankaran et al. 2001). 

Das Konzept umfasst drei verschiedene Phasen, die sich während der Entwicklung des 

Tumors abspielen: Elimination, Equilibrium und Escape (Flucht) (Dunn et al. 2004; Schreiber 

et al. 2011). Die erste Phase der Elimination entspricht am ehesten der ursprünglichen 

Vorstellung der Immun-Überwachung: Sowohl das angeborene wie auch das adaptive 

Immunsystem erkennen die beginnende Entwicklung eines Tumors und töten entartete 

Zellen gezielt ab. Somit wird eine Krebserkrankung von Anfang an unterbunden. Nur wenn 

einzelne Tumorzellvarianten diese Phase der Elimination überleben tritt die nächste Phase 

ein: Equilibrium. In diesem Zustand verhindert das Immunsystem, vor allem durch T-Zellen 

und Interferon-γ, die Ausbreitung des Tumors durch Wachstumsstopp und das Abtöten 

einzelner Zellen. Dieser Zustand kann lange bestehen bleiben, auch bis zum Lebensende des 

Patienten. Jedoch übt diese Kontrolle durch das Immunsystem auch einen Selektionsdruck 

auf den Tumor aus. So können in den genetisch instabilen Tumoren Zellvarianten entstehen, 

die der Erkennung durch das Immunsystem entkommen. Dies kann durch eine Reduktion der 

MHC-Moleküle oder einen kompletten Verlust immunogener Antigene passieren. Ebenso 

können Zellvarianten insensitiv gegenüber Effektorfunktionen werden oder der Tumor 

induziert eine immunsuppressive Mikroumgebung. In all diesen Fällen schaffen es 

Zellvarianten, für das Immunsystem „unsichtbar“ zu werden. Man spricht von der Escape-
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Phase (Flucht-Phase). Die Zellvarianten wachsen damit ohne Kontrolle, bis die 

Tumorerkrankung klinisch detektierbar wird. 

 

1.3 Konventionelle Therapien beim kolorektalen Karzinom 

Die Auswahl an möglichen Therapien bei Patienten mit kolorektalem Karzinom hängt stark 

vom Stadium der Krebserkrankung ab. In frühen Stadien bestehen noch hervorragende 

Heilungschancen, wodurch die Krebsvorsorge einen wichtigen Platz bei der Prävention 

einnimmt. Wird bei einer Untersuchung ein frühes Stadium des Tumors entdeckt, kann 

durch eine Operation die Ausbreitung verhindert werden. Bei Adenomen reicht häufig schon 

eine endoskopische Polypektomie, um eine vollständige Heilung herbeizuführen. Bei 

fortgeschrittenen Krankheitsstadien richtet sich die Therapie in der Regel nach bestimmten 

Richtlinien (Schmiegel et al. 2004; Schmiegel et al. 2010). Wenn bereits ein Karzinom vorliegt, 

wird nur dann lediglich der lokale Tumor entfernt, wenn das Risiko einer vollständigen 

Operation größer ist, als die Wahrscheinlichkeit des Lymphknotenbefalls. Liegt kein erhöhtes 

Risiko für eine Operation vor oder sind nachweislich Lymphknoten betroffen, wird der 

komplette Bereich einschließlich des Lymphabflussgebiets entfernt. Dies entspricht im Kolon 

je nach befallenem Abschnitt einer Hemikolektomie rechts oder links, einer Kolon-

Transversum- oder einer Sigma-Resektion. Wenn der Primärtumor bereits Nachbarorgane 

infiltriert hat, ist es auch möglich und nützlich diese mit zu entfernen. Die chirurgische 

Resektion stößt unter Umständen bei Fernmetastasen an ihre Grenzen. Leber- oder 

Lungenmetastasen sind nur dann operabel wenn nur ein Organ betroffen ist, und auch nur 

weniger als fünf einzelne Metastasen detektierbar sind. In einem solchen Fall können auch 

Metastasen chirurgisch entfernt werden. 40-50% der Patienten entwickeln dennoch in der 

Folge ein lokales Rezidiv (Chiappa et al. 1999). Der Grund hierfür sind offenbar ruhende 

Tumorzellen oder Mikrometastasen, die nach einer Teilresektion hochwachsen können 

(Scheele et al. 1995).  

Neben der rein chirurgischen Entfernung ist die Chemotherapie die wichtigste adjuvante 

Therapieform beim kolorektalen Karzinom. Durch den Einsatz von Zytostatika werden 

eventuell im Körper verbliebene Tumorzellen durch eine Störung des Zellzyklus oder 

wichtigen Stoffwechselprozessen gehemmt. So kann das Auftreten von Rezidiven verzögert 
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und die Überlebenszeit verlängert werden. Am häufigsten werden 5-Fluorouracil (oder die 

Vorstufe Capecitabin), Oxaliplatin und Irinotecan verwendet, zur Entgiftung häufig in 

Kombination mit Folinsäure (Leukovorin). In der Radio-Chemotherapie findet noch 

Mitomycin C Anwendung. Die Chemotherapie als Unterstützung zur chirurgischen Resektion 

wird meistens eingesetzt sobald Lymphknoten-Metastasen vorlagen. Auch nach der 

Entfernung von Leber- oder Lungenmetastasen wird eine adjuvante Chemotherapie 

empfohlen. Bei inoperablen Metastasen wurde eine Chemotherapie lange nur palliativ 

eingesetzt. Neuere Forschungen zeigen aber, dass durch den Einsatz der Zytostatika ein 

Rückgang der Leberlesionen zu beobachten ist, der potentiell eine sekundäre Resektion 

möglich macht (Aschele et al. 2009; Segal und Saltz 2009).  

Die Behandlung mit Strahlen spielt nur beim Rektumkarzinom eine Rolle. Aufgrund der Lage 

im Körper können hier ausreichend hohe Strahlendosen angewendet werden. Die 

Bestrahlung wird häufig als neoadjuvante Behandlung eingesetzt um eine Verkleinerung 

(Downsizing) oder sogar eine Stadienreduktion (Downgrading) zu erreichen und so die 

Operation zu erleichtern. Auch als adjuvante Therapie verbessert die Bestrahlung das 

Überleben von Rektumkarzinom-Patienten und vermindert das Auftreten von lokalen 

Rezidiven. In höheren Stadien wird sie in Kombination als Radio-Chemotherapie eingesetzt. 

 

1.4 Immuntherapien beim kolorektalen Karzinom 

Immuntherapien gegen Krebserkrankungen haben eine lange Tradition. So behandelte 

bereits 1891 Dr. William Coley Krebskranke mit Hilfe einer Mixtur toter Bakterien, die das 

Immunsystem gegen den Tumor stimulieren sollten (Coley 1891). Viele Jahre später wurde 

weiterhin auf eine unspezifische Stimulation des Immunsystems gesetzt. So wurde 

beispielsweise Interferon-α und Interleukin-2 eingesetzt (Huber und Wolfel 2004).  

Bis heute haben sich hauptsächlich vier verschiedene Gebiete für die spezifische 

Immuntherapie entwickelt:  

- monoklonale Antikörper 

- die Beseitigung der Inhibition 

- adoptiver Transfer von Zellen  

- Vakzinierungen mit tumorassoziierten Antigenen 
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1.4.1 Monoklonale Antikörper 

In den letzten Jahren entwickelten sich vor allem monoklonale Antikörper zu einer 

wirkungsvollen Ergänzung, da sie sowohl als Bestandteil einer adjuvanten Therapie oder 

eigenständig eingesetzt werden können. 

Im Moment sind drei monoklonale Antikörper für die Behandlung des kolorektalen 

Karzinoms zugelassen. Die erste Zulassung erhielt Bevacizumab, besser bekannt unter dem 

Handelsnamen Avastin®. Dabei handelt es sich um einen humanisierten Antikörper der 

gegen die Angiogenese, genauer gesagt gegen VEGF (vaskulärer-endothelialer 

Wachstumsfaktor), gerichtet ist. Durch das Neutralisieren der Faktoren, die für das 

Wachstum der Blutgefäße verantwortlich sind, soll der Tumor von der Sauerstoffversorgung 

abgeschnitten und ausgehungert werden (Ferrara und Kerbel 2005). Einige Jahre später 

folgte die Zulassung von Cetuximab (Erbitux®) (Jonker et al. 2007). Der chimäre Antikörper 

bindet an den Wachstumsrezeptor EGFR (Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) und 

blockiert damit die Signalweiterleitung, was zu einer Hemmung des Tumorwachstums führen 

soll (Mendelsohn und Baselga 2003). Ebenfalls gegen EGFR gerichtet ist der komplett 

humane Antikörper Panitumumab (Vectibix®), der eine vergleichbare Wirkung wie 

Cetuximab besitzt. Beide anti-EGFR Antikörper setzen jedoch den Wildtypstatus von Kras 

voraus (Amado et al. 2008).  

In der Entwicklung befinden sich noch einige weitere Antikörper, von denen die meisten 

ebenfalls gegen Wachstumsfaktoren oder aber die entsprechenden Rezeptoren gerichtet 

sind. So richtet sich Rilotumumab gegen den Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) (Rosen et 

al. 2010). Ganitumab soll den Insulin-Wachstumsfaktor-1-Rezeptor (IGF-1R) blockieren 

(Tolcher et al. 2009). Ein monoklonaler Antikörper gegen den Plazenta-Wachstumsfaktor 

(PGF) befindet sich in klinischen Studien der Phase I (Lassen et al. 2012). Mit Nimotuzumab 

ist auch ein weiterer Antikörper gegen EGFR in Entwicklung (Berger et al. 2011). Ein weiterer 

VEGF-Rezeptor ist Neuropilin-1 (Soker et al. 1998). Die Blockade von Neuropilin-1 bewirkt 

einen additiven Effekt zusammen mit Avastin® (Pan et al. 2007). Am weitesten 

fortgeschritten in dieser Entwicklung ist Ramucirumab. Der Antikörper blockiert den VEGF-

Rezeptor 2 und befindet sich bereits in klinischen Studien der Phase III (Spratlin 2011). 

Ein anderes Ziel hat Conatumumab. Viele Tumorzellen exprimieren Apoptose-induzierende 

Rezeptoren, wie TRAIL-Rezeptor (TNF-verwandter Apoptose-induzierender Ligand-Rezeptor) 
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(Nagata 1997; Thorburn 2004). Conatumumab aktiviert den TRAIL-Rezeptor DR5 und soll so 

direkt zur Vernichtung der Krebszelle führen (Camidge et al. 2010). Ebenfalls ein neuer 

Angriffspunkt sind die Adhäsionsmoleküle des Endothels. Egfl7 führt zur Verminderung der 

Expression von ICAM-1 und VCAM-1 und verhindert somit den Eintritt von Immunzellen in 

das Tumorgewebe (Delfortrie et al. 2011). Ein anti-Egfl7 Antikörper soll die Extravasation der 

Immunzellen erleichtern und somit die anti-Tumorantwort verbessern (Li et al. 2012). 

 

1.4.2 Beseitigung der inhibitorischen Mechanismen 

Nach heutigem Verständnis sind regulatorische T-Zellen (Treg) ein wichtiger Faktor bei der 

Verhinderung einer effektiven Immunantwort gegen Krebszellen, indem sie tumorreaktive 

Effektor-T-Zellen supprimieren (Sakaguchi et al. 2001). Auch beim kolorektalen Karzinom 

verhindern regulatorische T-Zellen eine Immunantwort von tumorspezifischen, 

zytotoxischen T-Zellen (Bonertz et al. 2009). Aus diesem Grund bietet die Inhibition dieser 

Treg einen sehr guten Angriffspunkt, um die Immunität gegen den Tumor zu verstärken 

(Clarke et al. 2006).  

Eine Möglichkeit ist es, die Anzahl regulatorischer T-Zellen zu vermindern. Das Zytostatikum 

Cyclophosphamid scheint neueren Forschungsergebnissen zufolge, gezielt zum Absterben 

von regulatorischen T-Zellen zu führen (van der Most et al. 2009). Auch Paclitaxel führt zu 

einer stärkeren Reduktion von regulatorischen T-Zellen als von zytotoxischen Effektorzellen 

(Zhang et al. 2008). Beide Medikamente werden jedoch beim kolorektalen Karzinom 

standardmäßig nicht eingesetzt. Eine weitere Möglichkeit regulatorische T-Zellen aus dem 

System zu entfernen, bietet die starke Expression von CD25 auf diesen Zellen. Antikörper 

gegen CD25 führen Zerstörung der Zellen, vermutlich über antikörperabhängige zelluläre 

Zytotoxizität (ADCC). Daclizumab (Zenapex®) und Basiliximab (Simulect®) sind solche anti-

CD25-Antikörper, die auch für die Behandlung einiger Krebserkrankungen zugelassen sind, 

und beispielsweise bei Brustkrebs die Immunantwort signifikant verstärkt (Rech und 

Vonderheide 2009).  

Neben der Reduktion der Anzahl regulatorischer T-Zellen ist auch das Blockieren der 

suppressiven Funktion ein geeigneter Angriffspunkt. Hier spielt vor allem CTLA-4 

(Zytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4) eine wichtige Rolle. CTLA-4 ist ein inhibitorischer 

Rezeptor für die CD80/CD86 Liganden auf T-Zellen und damit in der Lage, die 
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Effektorfunktionen von zytotoxischen T-Zellen zu unterdrücken (Read et al. 2000). 

Zugelassen ist bereits der Antikörper Ipilimumab (Yervoy®) für die Behandlung von 

Melanomen in späten Stadien. Für das kolorektale Karzinom befindet sich der anti-CD25-

Antikörper Tremelimumab in klinischen Studien der Phase II (Chung et al. 2010).  

Interessanterweise hat eine kürzlich veröffentlichte Arbeit in einem Mausmodell gezeigt, 

dass auch die Vakzinierung mit Dendritischen Zellen zu einer Inhibition von suppressiven 

Zellen führt (Kim et al. 2010). 

 

1.4.3 Adoptiver T-Zell Transfer 

Als adoptiver T-Zell Transfer versteht man die Gabe von meist autologen Zellen als anti-

Krebstherapie. Normalerweise werden diese Zellen vor Verabreichung behandelt, um 

entweder bestimmte Zelltypen anzureichern oder die Aktivität der Zellen zu erhöhen. Für 

den Transfer können autologe PBMC, autologe TIL oder allogene Zellen verwendet werden. 

Schon 1979 wurde bei einer allogenen Knochenmarkstransplantation ein Anti-Leukämie-

Effekt festgestellt (Weiden et al. 1979). Eine genauere Untersuchung dieses Effekts zeigte, 

dass er auf die Aktivität von Spender-T-Zellen zurückzuführen ist (Ferrara und Deeg 1991). 

Allerdings ist der Einsatz von allogenen T-Zellen für die Bekämpfung von soliden Tumoren, 

wie dem kolorektalen Karzinom, nur wenig erfolgreich (Lundqvist und Childs 2005).  

Bei Versuchen mit autologen Zellen, ruhte die Hoffnung lange Zeit auf Tumor-infiltrierenden 

Lymphozyten (TIL). Frühe Untersuchungen zeigten, dass Patienten, die über solche 

eingewanderte Lymphozyten im Tumor verfügen, eine bessere Prognose aufweisen 

(Pastrnak und Jansa 1989). Erste Versuche in Mäusen zeigten, dass TIL zusammen mit 

Interleukin-2 und Cyclophosphamid zu einer Elimination von größeren, metastasierten 

Tumoren führen können (Rosenberg et al. 1986). In der Folge wurden TIL auch bei Patienten 

eingesetzt und unter anderem durch Markierung mit Indium-111 gezeigt, dass diese auch in 

kolorektale Tumore einwandern (Dillman et al. 1997). Untersuchungen zeigten auch, dass TIL 

in Geweben von kolorektalen Primärtumoren und Lebermetastasen vorkommen und diese 

antigenspezifisch aktiviert sind. Außerdem nahm die Zahl der TIL mit höherem Tumor-

Stadium deutlich ab (Koch et al. 2006; Wagner et al. 2008). Viele Versuche konnten aber 

keine Vorteile für das progressionsfreie Überleben oder das Gesamtüberleben feststellen 
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(Gardini et al. 2004). Ein Problem stellte die recht schwierige Gewinnung einer ausreichend 

großen Anzahl von TIL aus dem Tumorgewebe dar, was den Nachweise über eine klinische 

Effizienz bisher nicht eindeutig ermöglichte (Dillman 2011).  

Ein genauerer Blick darauf, welche Lymphozyten einen positiven Beitrag zur Immunität 

gegen den Tumor beitragen, lenkte den Blick auf Effektor-Memory-Zellen (Pages et al. 2005). 

Weitere Forschungen belegten, dass vor allem CD8+ T-Zellen in der Lage sind, Tumorzellen zu 

zerstören und dabei von CD4+ T-Zellen unterstützt werden. Regulatorische T-Zellen 

verhindern hingegen eine ausreichende Immunantwort (Antony et al. 2005). In der Folge 

wurde dadurch der adoptive Transfer mit PBMC forciert. 2008 wurde eine beachtliche 

Remissionsrate in Melanom-Patienten gezeigt, die mit autologen CD4+ T-Zellen behandelt 

wurden, die vorab antigenspezifisch aktiviert wurden (Hunder et al. 2008). 

Ein Durchbruch auf dem Weg zu einem therapeutischen Einsatz des adoptiven Transfers war 

die erste Zulassung, abgesehen von der hämatopoetischen Stammzell-Transplantation, einer 

zellbasierten Therapie in 2010. Sipuleucel T® wurde für die Behandlung des gegen die 

Hormon-Therapie resistenten Prostatakarzinoms zugelassen. Bei Sipuleucel T® werden 

PBMC mehrere Tage mit einem Fusionsprotein aus GMCSF und der prostataspezifischen 

sauren Phosphatase (PAP) inkubiert. Dabei soll GMCSF für die Differenzierung von 

Monozyten und Makrophagen zu Dendritischen Zellen sorgen, welche dann PAP als Peptid 

für die T-Zellen präsentieren können. Dadurch soll es zu einer Aktivierung der T-Zellen 

kommen. Das finale Produkt enthält jedoch eine Mischung all dieser Zellen und anderer 

PBMC sowie dem Fusionsprotein. Der genaue Wirkmechanismus ist daher unklar. Sipuleucel 

T® führte zu einer messbaren Immunantwort in allen Patienten und ein Patient erfuhr eine 

komplette Remission (Kantoff et al. 2010). Auch wenn dieses Medikament bisher auf das 

Prostatakarzinom beschränkt ist, zeigt es dennoch das Potential des adoptiven Transfers für 

die allgemeine Krebstherapie. 

 

1.4.4 Tumorassoziierte Antigene 

Die Entdeckung tumorassoziierter Antigene (TAA) war der Startpunkt für die spezifische 

Immuntherapie. Ab 1988 entdeckten mehrere Gruppen, dass sich Tumore von gesunden 

Zellen unterscheiden und dass diese Unterschiede über Antigene von T-Zellen erkannt 

werden können (De Plaen et al. 1988; Degiovanni et al. 1988; Knuth et al. 1989). Diese 
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tumorassoziierten Antigene sind heute von besonderer Bedeutung für die anti-Krebstherapie. 

So gibt es beispielsweise eine große Überlappung von potentiellen TAA mit Zielen 

monoklonaler Antikörper. Auch bei der neuesten Therapieform über adoptiven T-Zell-

Transfer, Sipuleucel T®, ist die Stimulation mit einem Antigen, in diesem Fall PAP, die 

Grundlage der therapeutischen Wirkung. 

Viele weitere Forschungsansätze nutzen tumorassoziierte Antigene für die Induktion 

tumorspezifischer T-Zell-Antworten. Einige Studien belegen scheinbar nur eine schwache 

induzierte Immunantwort nach einer Vakzinierung ausschließlich mit Peptiden (Nagorsen 

und Thiel 2006). Andere jedoch sind in der Lage, beachtliche Reaktivitäten des 

Immunsystems zu belegen. So entwickelten beispielsweise neun von zehn Patienten mit 

kolorektalem Karzinom eine, teilweise monatelang anhaltende, Immunreaktion nach einer 

Vakzinierung mit verschiedenen, langen Peptiden von p53 (Speetjens et al. 2009). In dieser 

Studie, wie auch in vielen anderen, werden lange Peptide verwendet, die zuerst noch 

prozessiert werden müssen. Dies garantiert eine effizientere Präsentation und eine bessere 

Aktivierung der T-Zellen, da nur professionelle antigenpräsentierende Zellen das lange 

Peptid verarbeiten und als TAA über MHC-Klasse-I und -II präsentieren können (Bijker et al. 

2008; Faure et al. 2009). Außerdem wird so auch eine bessere Aktivierung der CD4+ T-Zellen 

gewährleistet als bei der Nutzung von kurzen Peptiden (Melief und van der Burg 2008). 

Neben der Vakzinierung mit Peptiden sind auch Impfungen mit Dendritischen Zellen (DC) in 

der Lage, eine Stimulation der T-Zellen zu erreichen (Banchereau und Palucka 2005). So 

wurde gezeigt, dass Dendritische Zellen mit autologem Tumorlysat inkubiert und zur 

Impfung eingesetzt, das Überleben der Patienten mit kolorektalem Karzinom verlängern 

(Liang et al. 2003). Burgdorf et al. untersuchten in einer Phase-I-Studie für kolorektale 

Patienten die Wirkung von DC, die mit dem Lysat einer Melanom-Zelllinie gepulst wurden 

(Burgdorf et al. 2006). Andere Forscher benutzen Dendritische Zellen in Verbindung mit 

bekannten TAA, wie CEA, Mage-A3 und Her2/neu (Kavanagh et al. 2007). Bemerkenswert 

sind auch Studien, die sich nicht auf ein spezielles Antigen stützen, sondern mit Hilfe des 

Newcastle-Disease-Virus und multispezifischen Antikörpern eine grundlegende Aktivierung 

der T-Zellen gegen ein größeres Repertoire patienteneigener TAA induzieren (Aigner et al. 

2008). 

  



   Seite | 17 

2 Zielsetzung 

Die Entwicklung von effektiven Immuntherapien gegen Krebserkrankungen ist ein Ziel der 

translationalen Krebsforschung. Sowohl für die Grundlagenforschung als auch für die 

therapeutischen Ansätze in der Klinik ist dafür ein genaues Verständnis der 

Erkennungsmechanismen des Immunsystems von großer Bedeutung.  

T-Zellen erkennen maligne Tumorzellen über kurze Peptide, sogenannte tumorassoziierte 

Antigene (TAA). Diese TAA charakterisierten transformierte Zellen und unterscheiden sie von 

gesunden Zellen. Viele Studien deuten darauf hin, dass Antigene ein inneres, immunogenes 

Potential besitzen müssen, um für eine erfolgreiche Immuntherapie geeignet zu sein. 

Außerdem sollten sie nur schwach in normalem Gewebe aber in ausreichenden Mengen im 

Tumorgewebe exprimiert sein, um sowohl eine Antwort von CD8+ zytotoxischen T-Zellen als 

auch von CD4+ T-Helferzellen zu ermöglichen. Sogar innerhalb der gleichen Tumorart 

unterscheiden sich die TAA häufig von Patient zu Patient, beispielsweise aufgrund von 

Mutationen. Die geeigneten tumorassoziierten Antigene für eine Therapie zu finden und zu 

definieren ist daher eine der bedeutendsten Aufgaben der translationalen Immunologie. 

Diese Dissertation hatte zum Ziel, herauszufinden welches tatsächlich die physiologisch 

relevanten Antigene bei Patienten mit kolorektalem Karzinom sind. Mit Hilfe einer neu 

etablierten Technik sollte zuerst untersucht werden welches die patientenindividuellen Ziel-

Antigene spontaner T-Zell-Antworten sind. Ein Vergleich sollte zeigen, ob sich die Antigene 

im Primärtumor von denen in Fernmetastasen eines Patienten unterscheiden und ob die neu 

entdeckten TAA auf bestimmten Zellen, wie Tumorstammzellen, gehäuft vorkommen. Im 

letzten Teil der Arbeit sollte die Auswirkung von Mutationen auf die T-Zell-Reaktivität 

untersucht werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien 

 

3.1.1 Geräte 

CO2-Inkubator    MCO-20 AIC, Sanyo, Japan 

Dispergiergerät   Ultra-Turrax® T25, IKA-Werke, Deutschland 

Durchflusszytometer   FACS Canto™ II, Becton Dickinson, Deutschland 

ELISpot-Analysegerät   ImmunoSpot® S5, CTL, USA 

Einfrierbecher    True North® Chilling Jar, Heathrow Scientific, USA 

Feinwaage    AE 163, Mettler-Toledo, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop  IX81, Olympus, Deutschland 

Gefrierschrank (-20°C)  Comfort, Liebherr, Deutschland 

Gefrierschrank (-80°C)  VIP Series® MDF-U73 VC, Sanyo, Japan 

Glasgeräte    Schott, Deuschland 

Kühlbare Zentrifuge   Multifuge X3FR, Heraeus Instruments, Deutschland 

Kühlschrank    Medline, Liebherr, Deutschland 

Magnetsystem   MPC-L, Dynal, Deutschland 

Magnetsystem   OctoMACS & MidiMACS, Miltenyi Biotec, Deutschland  

Magnetheizrührer   RCT basic, IKA Labortechnik, Deutschland 

Mikropipetten (2-1000µl)  Pipetman, Gilson, Deutschland 

Multikanalpipetten (200µl)  Pipet lite, Rainin, Niederlande 

Phasenkontrastmikroskop  Axiovert 25, Zeiss, Deutschland 

pH-Meter    PB-11, Sartorius, Deutschland 

Pipettierhilfe    Accu-jet® pro, Brand, Australien 

Rollmixer    RM5, CAT GmbH, Deutschland 

Schüttler    Multitron, Infors HT, Schweiz 

Spektralphotometer   NanoDrop 2000c, Thermo Scientific, USA 

Sterile Arbeitsbank   Cellgard 480 ES, Nuaire, USA 

Tischzentrifuge   Biofuge fresco, Haraeus Instruments, Deutschland 

Vortexer    REAX 2000, Heidolph, Deutschland 
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Waage     PB 3002-S, Mettler-Toledo, Deutschland 

Wasserreinigungsystem  xCAD, TKA Genepure, Deutschland 

Wasserbad    1003, GFL mbH, Deutschland 

Zählkammer    Neubauerkammer, Brand, Australien 

 

3.1.2 Chemikalien & Reagenzien 

CaCl2       Sigma-Aldrich, USA 

Collagenase D      Roche, Deutschland 

DNase I      Roche, Deutschland 

Granulozyten-Monozyten Kolonie- 
stimulierender Faktor (GM-CSF)   Bayer, Deutschland 

Humanes Immunglobulin (Sandoglobulin®)  CSL Behring, Deutschland 

Hyaluronidase      Sigma-Aldrich, USA 

Interleukin-2 (IL-2)     Novartis, Schweiz  

Interleukin-4 (IL-4)     Promocell, Deutschland 

Iso-Propanol      Sigma-Aldrich, USA  

MgCl2       Ambion, USA 

NaOH       Sigma-Aldrich, USA 

Natronlauge      Mallinckrodt Baker, USA 

PBS dulbecco      Biochrom, Deutschland 

 

3.1.3 Gebrauchsfertige Reagenzien 

Biocoll       Biochrom, Deutschland 

Bovines Serum Albumin (BSA)   Sigma-Aldrich, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO)    Sigma-Aldrich, USA 

EDTA (Versen)      Sigma-Aldrich, USA 

Fötales Kälberserum (FCS)    Biochrom, Deutschland 

Glutamin      Sigma-Aldrich, USA 

HEPES-Puffer      PAA, Österreich 

Humanes AB-Serum     PAN Biotech, Deutschland 

Penicillin/Streptomycin    PAA, Österreich 
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Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS)  Sigma-Aldrich, USA 

RPMI-1640-Medium     Sigma-Aldrich, USA 

Trypanblau 0,4%     Sigma-Aldrich, USA 

Tween®20      Sigma-Aldrich, USA  

X-VIVO 20 Medium     Lonza, Schweiz 

 

3.1.4 Gebrauchsfertige Kits 

AP-Konjugat-Substrat-Kit     BioRad, USA 

CELLection™-Pan-Mouse-IgG-Kit   Life Technologies, USA 

Dynabeads®-Pan-Mouse-IgG-Kit   Life Technologies, USA 

Dynabeads® Untouched™ Human T Cells-Kit Life Technologies, USA 

MACS® CD4+ CD25+ Regulatory T Cell-Kit  Miltenyi Biotec, Deutschland 

MACS® CD4+ Microbeads    Miltenyi Biotec, Deutschland 

MACS® CD8+ Microbeads    Miltenyi Biotec, Deutschland 

MACS®-Dead-cell-removal-Kit   Miltenyi Biotec, Deutschland 

 

3.1.5 Wildtyppeptide  

CEA      YVCGIQNSVSANRSDPVTLDVLYGPDTPIISPPDSSYLSGANLNLSCHSA 

EGFR    KLFGTSGQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRN 

Her-2/neu   REVRAVTSANIGEFAGCKKIFGSLAFLPESFDGD 

Heparanase 1  MLLRSKPALPPPLMLLLLGPLGPLSPGALPRPAQAQDVVDLDFFTQEPLH 

Heparanase 2   STYSRSSVDVLYTFANCSGLDLIFGLNALLRTADLQWNSSNAQLLLDYCS 

MAGE-A3  FLWGPRALVETSYVKVLHHMVKISGGPHISYPPLHEWVLREGEE 

Mucin-1   (GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH)x5 

p53    TAKSVTCTYSPALNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQ 

Survivin   FEELTLGEFLKLDRERAKNKIAKETNNKKKEFEETAKKVRRAIEQLAAMD 

Telomerase   LTFNRGFKAGRNMRRKLFGVLRLKCHSLFLDLQVNSLQTVCTNIYKILLL 
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3.1.6 Peptide mit Aminosäurenaustausch 

Protein p53  

p53 R175H  MAIYKQSQHMTEVVRHCPHHERCSDSDGLAP 

p53 R248Q  TTIHYNYMCNSSCMGGMNQRPILTIITLEDSSGNL 

p53 R248W  TTIHYNYMCNSSCMGGMNWRPILTIITLEDSSGNL 

p53 R273H  EDSSGNLLGRNSFEVHVCACPGRDRRTEEENLRKK 

p53 R282W  EDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDWRTEEENLRKK 

p53 G245S  TTIHYNYMCNSSCMGSMNRRPILTIITLEDSSGNL 

p53 R273C  EDSSGNLLGRNSFEVCVCACPGRDRRTEEENLRKK 

 

GTPase Kras 

Kras G12D  TEYKLVVVGADGVGKSALTIQLIQNHFV 

Kras G12V  TEYKLVVVGAVGVGKSALTIQLIQNHFV 

Kras G13D  TEYKLVVVGAGDVGKSALTIQLIQNHFV 

Kras G12C  TEYKLVVVGACGVGKSALTIQLIQNHFV 

Kras G12S  TEYKLVVVGASGVGKSALTIQLIQNHFV 

 

Serin/Threonin-Proteinkinase B-raf 

B-raf V600E  LHEDLTVKIGDFGLATEKSRWSGSHQFEQLS 

 

3.1.7 Peptide nach PF2D-Analyse 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6 

26S A    IRDFKQAAELFLDTVSTFTSYELMDYKTFV  

26S B   RPDSKNWQYQETIKKGDLLLNRVQKLSRVI 

 

28S ribosomal protein S23, mitochondrial 

28S      EEKLFVETGKALLAEGVILRRVGEARTQHG 

 

40S ribosomal protein S2 

40S A   SLPIKESEIIDFFLGASLKDEVLKIMPVQK 

40S B   ATAIRGAIILAKLSIVPVRRGY 
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60kDa Heat Shock Protein 

HSP60 A      KVGEVIVTKDDAMLLKGKGDKAQIEKRIQE 

HSP60 B     KAQIEKRIQEIIEQLDVTTSEYEKEKLNER 

HSP60 C     EYEKEKLNERLAKLSDGVAVLKVGGTSDVE 

 

Aldehyde dehydrogenase X 

Aldehyde DeX A RLLNLLADLVERDRVYLASLETLDNGKP 

Aldehyde DeX B GKPFQESYALDLDEVIKVYRYFAGWADKW 

 

alpha-Fibrinogen 

Fibrinogen A  CRMKGLIDEVNQDFTNRINKLKNSLFEYQK 

Fibrinogen B  ALAREVDLKDYEDQQKQLEQVIAKDLLPSRDRQHL 

 

Aminoacylase-1  

Aminoacylase A QKVEVAPGYVVTVLTWPGTNPTLSSILLNS 

Aminoacylase B FSRVCKDMNLTLEPEIMPAATDNRYIRAVG 

 

Annexin A2 

Annexin A    LASALKSALSGHLETVILGLLKTPAQY 

Annexin B    MKGLGTDEDSLIEIICSRTNQELQEINRVY 

Annexin C    AEDGSVIDYELIDQDARDLYDAGVKR 

Annexin D    RDLYDAGVKRKGTDVPKWISIMTERS 

 

Anterior gradient protein 2 homolog 

AntGrProt2  MEKIPVSAFLLLVALSYTLARDTTVKPGAK 

 

Apolipoprotein D 

ApoD A  MLLLLLSALAGLFGAAEGQAFHLGKCPN 

ApoD B  KIKVLNQELRADGTVNQIEGEATPVNL 
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ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 

ATP synthase A RLTDADAMKYTIVVSATASDAAPLQYLAPY 

ATP synthase B AGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKG 

 

beta-2 microglobulin 

beta2m    KVEHSDLSFSKDWSFYLLYYTEFTPTEKDE 

 

BUB3 isoform a 

BUB3 A  DRLIVGTAGRRVLVWDLRNMGYVQQRRESS 

BUB3 B  GYVQQRRESSLKYQTRCIRAFPNKQGYVLS 

 

C19orf21 (nicht-charakterisiertes Protein) 

C19orf21    VNRIPPDAYQPYLSPGTPQLEFSAFGAFGKPS 

 

Caspase-14 

Caspase14 A  TDALHVYSTVEGYIAYRHDQKGSCFIQTLV 

Caspase14 B   KGSCFIQTLVDVFTKRKGHILELLTEVTRR 

Caspase14 C   LELLTEVTRRMAEAELVQEGKARKTNPEIQ 

Caspase14 D   KARKTNPEIQSTLRKRLYLQ 

 

Cathepsin B 

Cathepsin B  FLGGPKPPQRVMFTEDLKLPASFDAREQWP 

 

Creatine kinase-B 

Creatine A  KLAVEALSSLDGDLAGRYYALKSMTEAEQQ 

Creatine B  HLGYILTCPSNLGTGLRAGVHIKLPNLGKH 

 

Desmoplakin 

Desmoplakin A MYYSRRGVITDQNSDGYCQTGTMSRHQNQN 

Desmoplakin B LIIPPPNPLAVDLSCKIEQYYEAILALWNQ 

Desmoplakin C YEAILALWNQLYINMKSLVSWHYCMIDIEK 
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Dsc1a 

Dsc1a A  QLLFSLLVLTLLCDACQKVYLRVPSHLQAE  

Dsc1a B  AFRILEDGSIYTTHDLILSSERKSFSIFLS 

Dsc1a C  PNVILGRWAILAMVLGSVLLLCILFTCFCV 

 

Eukaryotic initiation factor 4A-II  

eIF4a A     NEIVDNFDDMNLKESLLRGIYAYGFEKPSAI 

eIF4a B     VIAQAQSGTGKTATFAISILQQLEIEFKET 

eIF4a C     TQALVLAPTRELAQQIQKVILALGDYMG 

eIF4a D     VVGTPGRVFDMLNRRYLSPKWIKMFVLDE 

 

Elongation factor 1-alpha 1 

EF1alpha A    GTTLLEALDCILPPTRPTDKPLRLPLQDVY 

EF1alpha B    PLRLPLQDVYKIGGIGTVPVGRVETGVLKP 

EF1alpha C    GRVETGVLKPGMVVTFAPVNVTTE 

 

Elongation factor 1-gamma 

EF1gamma A    NLITGMFQRLDKLRKNAFASVILFGTNNSS 

EF1gamma B    VILFGTNNSSSISGVWVFRGQELAFPLSPD 

EF1gamma C    QELAFPLSPDWQVDYESY 

 

Elongation factor Tu 

EF Tu A  KPFLLPVEAVYSVPGRGTVVTGTLERGILK 

EF Tu B  NLGALVRGLKREDLRRGLVMVKPGSIKPHQ 

 

ERp44 

ERp44 A  VFLSLPDLRCSLLLLVTWVFTPVTTEITSL  

ERp44 B  SLDTENIDEILNNADVALVNFYADWCRFSQ 

 

ERp57 

ERp57   RLRRLALFPGVALLLAAARLAAASDVLELTD 
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Fatty acid-binding protein 

Fatty acid bp  WDGKESTITRKLKDGKLVVECVMNNVTCTR 

 

Fibronectin 

Fibronectin A  MLRGPGPGLLLLAVQCLGTAVPSTGASKSK  

Fibronectin B  VSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAPAVTVR  

Fibronectin C  TIEGLQPTVEYVVSVYAQNPSGESQPLVQT 

 

Filaggrin-2 

Filaggrin-2 A  MTDLLRSVVTVIDVFYKYTKQDGECGTLSK  

Filaggrin-2 B  RDHDRRLDFTEFLLMIFKLTMACNKVLSKE 

Filaggrin-2 C  DTPGHKSGYRHSSWSEGEEHGYSSGHSRGT 

 

Glyceraldehyd-3-phosphat-dehydrogenase 

GAPDH A      HLQGGAKRVIISAPSADAPMFVMGVNHEKY  

GAPDH B     ALNDHFVKLISWYDNEFGYSNRVVDLMAHM 

 

GrpE-like protein cochaperone 

GrpE A   KADPPATEKTLLEEKVKLEEQLKETVEKYK 

GrpE B   QLKETVEKYKRALADTENLRQRSQKLVEEA 

 

GTP-specific succinyl-CoA synthetase beta subunit 

SCS-betaG A  FKLLTADPKVEAILVNIFGGIVNCAIIANGITKA 

SCS-betaG B  EVNPFGETPEGQVVCFDAKINFDDNAEFRQK 

 

Heat shock cognate 71 kDa protein isoform 1 

HSC71 A  PSYVAFTDTERLIGDAAKNQVAMNPTNTVFDA 

HSC71 B  AAIAYGLDKKVGAERNVLIFDLGGGTFDVS 

 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

hnRNP A1 A  GFGFVTYATVEEVDAAMNARPHKVDGRVVE 

hnRNP A1 B  VKKIFVGGIKEDTEEHHLRDYFEQYGKIEV 
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Histone H2A.2 

Histone H2 A  RISVGAPVYMAAVIEYLAAEILELAGNAAR 

Histone H2 B  ARDNKKARIAPRHILLAVANDEELNQLLKG 

 

Homeobox prox 1 

Prox1 A  LKQQLEDMQKQLRQLQEKFYQIYDSTDSEN 

Prox1 B  KQELNTAMSQVVDTVVKVFSAKPSRQVPQV 

 

Hemoglobin subunit alpha 

Hemoglobin  LPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKY 

 

Ig gamma-4 chain C region 

Ig gamma-4 A  CPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR 

Ig gamma-4 B  QEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK  

 

Keratinocyte proline-rich protein   

KPRP A   CAPVCYTETCYVECPVQNYVPCPAPQPVQM  

KPRP B   EPCLYPEPLPALRPTPRPVPLPRPGQCEIP 

 

Leucine-rich repeat-containing protein 15 

hLib15 A    QVLPIGLFQGLDSLESLLLSSNQLLQIQP 

hLib15 B    QLHGNHLEYIPDGAFDHLVGLTKLNLGKN 

 

LIM-protein FHL3  

FHL3   VPCYDNTFANTCAECQQLIGHDSRELFYED 

 

Lipoma-preferred partner isoform a 

LPP A   SLDAEIDSLTSILADLECSSPYKPRPPQSST 

LPP B   TVRIVALDRDFHVHCYRCEDCGGLLSEGDN 
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M4 protein 

M4 A   FPPERPQQLPHGLGGIGMGLGPGGQPIDAN 

M4 B   FNECGHVLYADIKMENGKSKGCGVVKFESPEVAER 

 

Major vault protein 

MVP A      WLIRGPLEYVPSAKVEVVEERQAIPLDENE 

MVP B   RQAIPLDENEGIYVQDVKTGKVRAVIGSTY 

 

NADP-dependent isocitrate dehydrogenase 

IDH A   TRIIWELIKEKLIFPYVELDLHSYDLGIEN 

IDH B   SLGMMTSVLVCPDGKTVEAEAAHGTVTRHY 

 

Nuclear corepressor KAP-1 

KAP-1 A  RERLRPEREPRLLPCLHSACSACLGPAAPA 

KAP-1 B  SRDGERTVYCNVHKHEPLVLFCESCDTLTC 

 

Plakoglobin 

Plakoglobin A    EGLLAIFKSGGIPALVRMLSSPVESVLFYA 

Plakoglobin B    SPVESVLFYAITTLHNLLLYQEGAKMAVRL 

Plakoglobin C    QEGAKMAVRLADGLQKMVPLLNKNNPKFLA 

Plakoglobin D    LNKNNPKFLAITTDCLQLLAYG 

 

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 isoform 1 

DDX17 A  GIAQTGSGKTLAYLLPAIVHINHQPYLERG 

DDX17 B  WPKEVRQLAEDFLRDYTQINVGNLELSANH 

 

Prolactin-inducible protein 

PIP A   RLLQLLFRASPATLLLVLCLQLGANKAQDN 

PIP B   ELKECMVVKTYLISSIPLQGAFNYKYTACL 

 

Proteasome subunit beta type-5  

Proteasome beta5 RISGATFSVGSGSVYAYGVMDRGYSYDLEVE 
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Protein S100-A7 (Psoriasin) 

Psoriasin   NEDKKIDFSEFLSLLGDIATDYHKQ 

 

Protein S100-A8 

S100-A8 A     FKELDINTDGAVNFQEFLILVIKMGVAAHKK 

S100-A8 B     SLIKGNFHAVYRDDLKKLLETECPQY 

 

Protein S100-A9 

S100-A9 A     HPDTLNQGEFKELVRKDLQNFLKKENKNE 

S100-A9 B     NADKQLSFEEFIMLMARLTWASHEKMHEG 

 

Protein S100-A11 

S100-A11 A      GYNYTLSKTEFLSFMNTELAAFTKNQKDPG 

S100-A11 B      AFTKNQKDPGVLDRMMKKLDTNSDGQLDFS 

S100-A11 C      TNSDGQLDFSEFLNLIGGLAMA 

 

Protein ETHE1 

ETHE1 A  DAQLIKELGLRLLYAVNTHCHADHITGSGL  

ETHE1 B  TPGCVTFVLNDHSMAFTGDALLIRGCGRTD 

 

Protein SCO2 homolog 

SCO2   RTRLLITGLFGAGLGGAWLALRAEKERLQQ 

 

Pyruvate kinase M2 

PK M2 A  RPVAVALDTKGPEIRTGLIKGSGTAEVELK 

PK M2 B  LIAREAEAAIYHLQLFEELRRLAPITSDPT 

 

RNA helicase A 

RNA helicase A EALLKYIETLNVPGAVLVFLPGWNLIYTMQK 
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Selenium-binding protein 1  

Selenium bp1 A NGKGGFVLLDGETFEVKGTWERPGGAAPLGY 

Selenium bp1 B STEWAAPNVLRDGFNPADVEAGLYGSHLYV 

 

Serum Albumin  

Albumin  GMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKC 

 

Sorcin 

Sorcin   RQHFISFDTDRSGTVDPQELQKALTTMGFRL 

 

Stathmin isoform a 

Stathmin  RASGQAFELILSPRSKESVPEFPLSPPKKK 

 

Stomatin-like 2 

Stomatin A  VVERMGRFHRILEPGLNILIPVLDRIRYVQ 

Stomatin B  AVLAKAKAKAEAIRILAAALTQHNGDAAAS 

 

Superoxid Dismutase (CuZnSod) 

CuZnSod    DGVADVSIEDSVISLSGDHCIIGRTLVVHE 

 

Suprabasin isoform 1 

Suprabasin  LARLVGSCSLLLLLGALSGWAASDDPIEKV 

 

Thioredoxin peroxidase PMP20 

PMP20   AFGKETDLLLDDSLVSIFGNRRLKRFSMVV 

 

Transferrin 

Transferrin A  NPDPWAKNLNEKDYELLCLDGTRKPVEEYA 

Transferrin B  LLCLDGTRKPVEEYANCHLARAPNHAVVTR 
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Transgelin 

Transgelin A  GVILSKLVNSLYPDGSKPVKVPENPPSMVF 

Transgelin B  AVQRTLMALGSLAVTKNDGHYRGDPNWFMK 

 

Transgelin 2 

Transgelin 2 A  NWLKDGTVLCELINALYPEGQAPVKKIQAS 

Transgelin 2 B  QRTLMNLGGLAVARDDGLFSGDPNWFPKKS 

 

tRNA methyltransferase 112 homolog 

tRNA 112   IPKVEWSAFLEAADNLRLIQVPKGPVEGYE 

 

Tubulin alpha-1A chain  

Tubulin A  GKHVPRAVFVDLEPTVIDEVRTGTYRQLFH 

Tubulin B  SLLMERLSVDYGKKSKLEFSIYPAPQVSTA 

 

Ubiquitin 

Ubiquitin A  MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKI  

Ubiquitin B  NVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGR 

 

WD40 repeat-containing protein SMU1  

SMU1 A   SSDVIRLIMQYLKENSLHRALATLQEETTV 

SMU1 B   LATLQEETTVSLNTVDSIESFVADINSGHW 

SMU1 C   FVADINSGHWDTVLQAIQSLKLPDKTLIDLY 

 

Zink-alpha-2-Glykoprotein 

Zn-alpha2GP  MVRMVPVLLSLLLLLGPAVPQENQDGRYSL 
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3.1.8 Antikörper und Konjugate 

Reaktivität Wirt Isotyp Klon Konjugat Firma Land 

IFN-γ Maus IgG1 1-D1K unkonjugiert Mabtech Schweden 

IFN-γ Maus IgG1 7-B61 Biotin Mabtech Schweden 

CD45 Maus IgG1 HI30 Pacific blue BioLegend USA 

CD31 Maus IgG1 WM59 APC BioLegend USA 

EPCAM Maus IgG1 HEA125 FITC Dr. Moldenhauer Deutschland 

FSP-1 Maus IgG2a D7-FIB PE AbD Serotec Deutschland 

CD3 Maus IgG2a OKT3 unkonjugiert Dr. Moldenhauer Deutschland 

CD19 Maus IgG1 HD37 unkonjugiert Dr. Moldenhauer Deutschland 

CD56 Maus IgG1 C218 unkonjugiert Beckman-Coulter USA 

BUB3 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

ATP Synthase Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

Hnr A1 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

Cathepsin B Kaninchen IgG poly unkonjugiert MBL USA 

Fibronectin Kaninchen IgG poly unkonjugiert MBL USA 

Selenium bp1 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Atlas Antibodies Schweden 

KAP-1 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

eEF1 alpha1 Kaninchen IgG poly unkonjugiert ProteinTech USA 

eEF gamma Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

Caspase 14 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Acris Deutschland 
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Psoriasin Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

S100A9 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

Annexin A2 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

Sorcin Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

Transgelin Kaninchen IgG poly unkonjugiert Atlas Antibodies Schweden 

Erp44 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

AntGradProt2 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Atlas Antibodies Schweden 

Prox1 Kaninchen IgG poly unkonjugiert Abcam England 

Plakoglobin Kaninchen IgG poly unkonjugiert Acris Deutschland 

LPP isoform a Kaninchen IgG poly unkonjugiert Atlas Antibodies Schweden 

Zn-alpha2-GP Kaninchen IgG poly unkonjugiert Atlas Antibodies Schweden 

Kaninchen IgG Hühnchen IgG poly Alexa 488 Life Technologies USA 

 

Streptavidin alkalische Phosphatase   Mabtech, Schweden 

7-Aminoactinomycin D (7-AAD)   BD Bioscience, USA 

Propidiumiodid (PI)     Miltenyi Biotec, Deutschland 

Pacific Orange     Life Technologies, USA 

 

3.1.9 Verbrauchsmaterialien 

ELISpot-Platten (MultiScreen HA)   Millipore, Deutschland 

Expressfilter 0,22µm (Millex GP)   Millipore, Deutschland 

Röhrchen 50ml (Leuco-Sep®)     Greiner Bio-One, Österreich 

Mikrotiterplatten, unbeschichtet   BD Falcon, USA 

Petrischalen (Optimix™)     BD Falcon, USA 

Petrischalen, beschichtet     TPP, Schweiz 

Reagenzreservoir     Fisher Scientific, USA 
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Zellkulturflaschen     TPP, Schweiz 

Zentrifugenröhrchen (15ml & 50ml)   TPP, Schweiz 

Serumpipetten     Greiner Bio-One, Österreich 

Zellschaber     TPP, Schweiz 

Zellfilter (40µm & 100µm)     BD Falcon, USA 

Kryoröhrchen (Cryo.S™)     BD Falcon, USA 

Einmalspritzen (50ml)     Terumo, Japan 

Einmalspritzen (10ml)     BD Falcon, USA 

Einmalskalpelle (No.20)     Feather, Japan 

Pipettenspitzen (10µl, 200µl, 1000µl)  StarLab, Deutschland 

Multipettenspitzen (20µl, 200µl)   Rainin, Niederlande 

MACS Säulen (MS, LS, LD)     Miltenyi Biotec, Deutschland 

Reaktionsgefäße (Safe-lock, 1,5ml & 2ml)  Eppendorf, Deutschland 

Reaktionsgefäße (LoBind, 1,5ml)   Eppendorf, Deutschland 

Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml)  BD Falcon, USA 

Zentrifugenfilter (Amicon® Ultra)   Millipore, Deutschland 

Parafilm     Pechiney Plastic Packaging, USA 

  

3.1.10 Puffer & Lösungen 

FACS-Puffer 

1 x PBS 

2 % FCS 

 

ELISpot-Waschpuffer 

1 x PBS 

0,2 % Tween®20 

 

MACS-Puffer 

1 x PBS 

0,5 % AB Serum 

0,05 % EDTA 
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DC-Medium 

1 x X-VIVO 

50 U/ml IL-4 

560 U/ml GM-CSF 

 

TC-Medium 

1 x RPMI 1640 

10 % FCS 

1 x Penicillin/Streptomycin 

100 mM HEPES 

3 U/ml IL-4 

100 U/ml IL-2 

 

Einfriermedium 

1 x AB Serum 

10 % DMSO 

 

Dead Cell removal Binding-Puffer 

1x ddH2O 

5 % Binding Puffer (20x) 

 

CELLection-Puffer 1 (pH 7,4) 

1 x PBS 

0,1 % BSA 

 

CELLection-Puffer 3 (pH 7,0 - 7,4) 

1 x RPMI 1640 

1 % FCS 

1 mM CaCl2 

4 mM MgCl2 
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Membranlysepuffer 

10 % Glyzerol 

5 M urea 

2 M thiourea 

50 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

2,0 % (w/v) n-octylglucoside 

2,5 % (w/v) SB3-10 

1,0 mM Protease Inhibitor 

 

Natriumcitratpuffer 

2,94 g Trinatriumcitrat  

1000 ml destilliertes Wasser  

pH auf 6,0 eingestellt mit 1N HCl 

0,5 ml Tween 20 

 

3.1.11 Humane Proben 

Peripheres Blut, Knochenmark-Blut,   Universitätsklinikum Heidelberg, 

Tumorgewebe und gesundes Kontroll-  Chirurgische Klinik 

gewebe      Prof. Dr. med. Jürgen Weitz 

 

3.1.12 Software 

CellQuest Pro      Beckton Dickinson, USA 

FlowJo 6.2      Tree Star, USA 

FACS Diva      Beckton Dickinson, USA 

GraphPad Prism 5     GraphPad Software Inc, USA 

Office 2007      Microsoft, USA 

Windows XP      Microsoft, USA 

Xcellence      Olympus, Deutschland 

ImmunoSpot      CTL, USA 

ImageJ       National Institute of Health, USA 
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3.2 Methoden 

 

3.2.1 Zellbiologische Methoden 

Organisches Material von Patienten mit kolorektalem Karzinom 

Patienten mit kolorektalem Karzinom wurden in der Chirurgischen Klinik der Universität 

Heidelberg vor dem Unterzeichnen der Einverständniserklärung über den Sinn und die 

Bedeutung der Forschung mündlich und schriftlich aufgeklärt. Peripheres Blut der Patienten 

wurde vor der Operation und gegebenenfalls später ambulant abgenommen und 

heparinisiert. Knochenmarkblut wurde unter systemischer Anästhesie aus dem Beckenkamm 

entnommen und ebenfalls heparinisiert. Tumorgewebe und gesundes Kontrollgewebe 

wurde bei der Operation entnommen und in PBS auf Eis aufbewahrt bis es verarbeitet wurde. 

Das Protokoll wurde von der Ethikkommission der Universität Heidelberg genehmigt. 

 

Isolation von mononukleären Zellen aus peripherem Blut und Knochenmark 

Mononukleäre Zellen aus peripherem Blut und aus Knochenmark wurden über eine Ficoll-

Dichtegradientenzentrifugation gewonnen. Dazu wurde 15 ml Ficolllösung in ein Röhrchen 

mit Filter überführt und für 1 min bei 2000 U/min zentrifugiert um die Lösung unter dem 

Filter zu sammeln. Danach wurde 10 ml RPMI-1640 über den Filter geschichtet und das Blut 

vorsichtig zugegeben. Für den Aufbau des Gradienten und die Dichteseparation wurde das 

Röhrchen für 20 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert. Dabei setzen sich dichte Bestandteile, 

wie Erythrozyten und polymorphkernige Granulozyten, unten am Boden ab; das zellfreie 

Plasma bildet die oberste Phase. Mononukleäre Zellen reichern sich aufgrund ihrer 

spezifischen Dichte an der Phasengrenze an. Dadurch können sie nach der Zentrifugation mit 

einer Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt werden. Die Zellen wurden in einem 50 ml 

Zentrifugenröhrchen gesammelt und mit PBS gewaschen: Auffüllen und Zentrifugieren bei 

1400 U/min für 8 min. Die mononukleären Zellen aus dem Blut (PBMC) oder aus dem 

Knochenmark (BMMC) wurden dann entweder für die spätere Verwendung eingefroren oder 

in Kultur genommen. 
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Kultivierung von T-Zellen und Generierung von Dendritischen Zellen 

PBMC oder BMMC wurden in X-VIVO 20 aufgenommen und in beschichtete 

Zellkulturpetrischalen überführt. Nach 45-90 Minuten adhärieren die Monozyten und 

ähnliche Vorläuferzellen am Boden der Petrischale, die Lymphozyten bleiben im Überstand. 

Durch vorsichtiges Abspülen der Platten wurde der Überstand mit den enthaltenen 

Lymphozyten entnommen und in ein Zentrifugenröhrchen überführt. Zu den adhärenten 

Zellen wurde zügig 15 ml DC-Medium gegeben, wodurch diese sich, durch die enthaltenen 

Zytokine im Medium, innerhalb von 4-7 Tagen zu Dendritischen Zellen entwickeln. Die 

Lymphoyzten im Zentrifugenröhrchen wurden für 8 min bei 1400 U/min zentrifugiert, in 15 

ml TC-Medium aufgenommen und in einer unbeschichteten Petrischale in Kultur genommen. 

 

Zellkulturbedingungen 

Alle Zellen wurden in sterilen, z.T. beschichteten Zellkulturpetrischalen in einem 

Begasungsbrutschrank bei 37 °C in einer H2O-gesättigten Atmosphäre mit 5 % CO2 kultiviert. 

T-Zellen und Dendritische Zellen sind Suspensionszellen. Dreimal pro Woche wurden die 

Zellen mit frischem TC-Medium bzw. DC-Medium versorgt. Dazu wurde zwei Drittel des 

Mediums abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Das abgenommene Medium 

wurde zentrifugiert (1400 U/min, 8 min), um die darin enthaltenen Zellen nicht zu verlieren. 

Nach der Zentrifugation wurden die Zellen resuspendiert und wieder in die Kultur 

zurückgegeben. Alle Kulturmedien wurden vor Gebrauch in einem Wasserbad auf 37°C 

erwärmt. Alle Arbeiten mit diesen Zellen wurden unter einer sterilen Werkbank 

durchgeführt. Wenn nicht anders angegeben, wurden bei Bedarf Zellen in 15 ml 

Zentrifugenröhrchen immer bei 1400 U/min für 8 Minuten und Zellen in 50 ml 

Zentrifugenröhrchen für 10 Minuten zentrifugiert.  

 

Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Das Tieffrieren erlaubt es, Zellen für längere Zeit aufzubewahren. Dazu wurden die Zellen 

abzentrifugiert und in 1 ml eiskaltem Einfriermedium resuspendiert. Die Zellsuspension 

wurde sofort in Kryoröhrchen überführt und in einem Einfrierblock, der mit Isopropanol 

gefüllt war, bei -80 °C eingefroren. Das umgebende Isopropanol garantiert eine gleichmäßige 

Abkühlung von circa 1 °C/min und verhindert so die Ausbildung von zellschädigenden 

Eiskristallen. 
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Um kryokonservierte Zellen aufzutauen, wurden die Zellen mit erwärmtem Medium 

schrittweise gelöst und unverzüglich in 10 ml warmes Medium überführt. Um das im 

Einfriermedium enthaltene DMSO abzutrennen, wurde bei 530 g für 3 Minuten zentrifugiert 

und der Überstand verworfen. Die pelletierten Zellen wurden in warmem, frischem Medium 

resuspendiert und in Kultur genommen. Dieses Vorgehen beim Auftauen garantiert einen 

schnellen Übergang in die flüssige Phase und eine rasche Verdünnung in frischem Medium 

um die zytotoxischen Effekte des enthaltenen DMSO zu minimieren. DNA, die durch tote 

Zellen freigesetzt wird, führt häufig zum Verklumpen von Zellen. Dies kann dazu führen, dass 

bei sich anschließenden Versuchen Zellen verloren gehen. Deshalb wurde teilweise 100 U 

DNase I zum Medium gegeben um die freie DNA abzubauen und das Verklumpen von Zellen 

zu verhindern. 

 

Isolation von Einzelzellen aus humanem Gewebe 

Humanes Gewebe besteht aus einer Vielzahl verschiedener Zelltypen. Viele Tumore 

bestehen zu einem Großteil aus Stromazellen (z.B. Fibroblasten, Endothelzellen, Leukozyten) 

und nur zu geringeren Teilen aus Tumorzellen. Um mit diesen einzelnen Zelltypen zu 

arbeiten, müssen Einzelzellen aus dem Gewebe gewonnen werden. 

Nachdem das Abtropfgewicht bestimmt war, wurde das Gewebe zuerst in einer Petrischale 

in PBS mit Skalpellen mechanisch zerkleinert. Anschließende wurden die Gewebestücke 

inklusive PBS in ein Zentrifugenröhrchen überführt und Verdauungsenzyme zugegeben (für 

10 g Gewebe: 20 mg Hyaluronidase). Anschließend wurde das Röhrchen bei 37 °C schüttelnd 

für 30 min inkubiert. Nach der Zugabe von 1 ml EDTA, um die Enzymaktivität zu stoppen, 

wurde die Suspension zuerst über einen gröberen Zellfilter (100 µm) und anschließend über 

einen engmaschigeren Filter (40 µm) in ein neues Röhrchen überführt. Um das Verklumpen 

der Zellen in den folgenden Experimenten zu verhindern, wurden 100 U DNase I zugegeben 

und das Röhrchen erneut für 30 min bei 37 °C schüttelnd inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen abzentrifugiert (1400 U/min, 8 min), der Überstand verworfen, die Zellen in Medium 

aufgenommen und gezählt. 
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Bestimmung der Lebendzellzahl 

Trypanblau erlaubt die Unterscheidung zwischen lebenden und sterbenden, bzw. toten 

Zellen. Lebende Zellen mit intakter Zellmembran erlauben kein Eindringen des Farbstoffs. 

Jedoch kann er in Zellen mit beschädigter Membran eindringen und sie damit anfärben. 

Die genaue Lebendzellzahl wurde bestimmt, in dem Zellen mit Trypanblau (Verdünnung 

1:10) angefärbt und in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Lichtmikroskop ausgezählt 

wurden. Es wurden jeweils 4 Großquadrate ausgezählt. Das Volumen der Zählkammer 

beträgt 0,1 µl je Großquadrat. Deshalb muss die bestimmte Zellzahl je Quadrat mit dem 

Faktor 104 verrechnet werden um die Lebendzellzahl nach folgender Formel zu erhalten: 

      
  ⁄         (           )                         

 

3.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

Herstellung von Gewebelysaten 

Solides Tumorgewebe von kolorektalen Primärtumoren oder Lebermetastasen sowie 

gesundes Kontrollgewebe wurde in der Chirurgischen Universitätsklinik Heidelberg 

entnommen. Zur Herstellung von Gewebelysaten wurde zunächst vorhandenes Fettgewebe 

mit Hilfe eines Skalpells entfernt. Das Gewebe wurde zerkleinert und ein Gewebestück von 

jeweils circa 0,5 cm3 in ein 5 ml Röhrchen überführt und 500 µl Membranlysepuffer 

zugegeben. Die Homogenisierung erfolgte anschließend für maximal 1 min mit einem 

Dispergiergerät. Um eine Kontamination verschiedener Proben auszuschließen, wurde das 

Dispergiergerät nach jeder Probe dreimal mit 0,3 M NaOH und anschließend dreimal mit 

ddH2O gewaschen. Das Gewebelysat wurde bis 2 ml mit Membranlysepuffer aufgefüllt und 

für eine Stunde bei 13.000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand mit den enthaltenen 

Proteinen wurde anschließend vorsichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß 

überführt. 

 

Vorbereitung der PF2D-Analyse 

Gewebelysate, die in Membranlysepuffer gelöst vorlagen, wurden in 3,5 ml Startpuffer 

umgepuffert. Dazu wurde eine PD10 Sephadex G-25-Säule verwendet, die vorher mit 15 ml 

Startpuffer äquilibriert wurde. Anschließend wurde die Proteinkonzentration bestimmt. 
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Bestimmung der Proteinkonzentration  

Die Proteinkonzentration von Gewebelysaten, die für die PF2D-Analyse vorgesehen waren, 

wurde mit dem Micro BCA Protein Assay Kit bestimmt. Diese Methode basiert auf der 

Eigenschaft von Bicinchroninsäure (BCA) mit einwertigen Kupferionen (Cu1+) zu einer 

Komplexverbindung mit violetter Farbe zu reagieren. Cu1+ Ionen werden gebildet, wenn Cu2+ 

Ionen in einer alkalinen Umgebung von Proteinen reduziert wird. Die entstehende 

Komplexverbindung ist wasserlöslich und besitzt eine starke Absorption bei 562 nm die 

linear mit der Proteinkonzentration ansteigt (Smith 1984). 

Von jeder Probe wurde jeweils eine 1:100 und 1:1000 Verdünnung in Startpuffer angesetzt 

und jeweils mit 100 µl BCA-Lösung versetzt. Nach einer Inkubation von einer Stunde wurde 

die Absorption mit einem 570 nm Filter gemessen und die Proteinkonzentration anhand 

einer Eichgeraden mathematisch bestimmt. 

Die Konzentration bei allen Gelegenheiten außer der PF2D-Analyse wurde mit dem 

NanoDrop 2000c Spectrometer bei 280 nm gemessen. 

 

Proteinfraktionierung in zwei Dimensionen (PF2D) 

Die Vorbereitung der Proben sowie die gesamte Proteinfraktionierung wurden von Dr. Rolf 

Warta in der Neurochirurgischen Klinik Heidelberg durchgeführt. 

Die ProteomeLab™ PF2D-Analyse basiert auf einer zweidimensionalen Auftrennung von 

Proteinlysaten nach pH-Wert und Hydrophobizität der Proteine (Lubman et al. 2002). Das 

PF2D-Gerät besteht aus zwei Modulen, die jeweils eine Dimension der Auftrennung 

übernehmen. In der ersten Dimension wird eine Chromatofokussierung über HPLC-Säulen 

durchgeführt. Dabei werden die Proteine nach ihrem isoelektischen Punkt separiert. Der 

lineare pH-Gradient kommt durch das Mischen zweier Puffer mit unterschiedlichem pH-Wert 

(Startpuffer pH 8,5 und Eluierungspuffer pH 4,0) zustande. In der zweiten Dimension werden 

die Proteine über Umkehrphasechromatographie nach der Stärke ihrer Hydrophobie 

aufgetrennt. Dabei führt die Interaktion der Proteine mit C18-Alkylresten in der Säule 

zusammen mit einem linearen Gradienten von 0,1 % TFA und 0,08 % TFA in Acetonitril zu 

einer Retention und damit einer Auftrennung abhängig ihrer Hydrophobizität.  

Für die PF2D-Analyse in der ersten Dimension wurden Proteinlysate in 2 ml Startpuffer mit 

bis zu 5 mg Protein auf die Säule gegeben nachdem diese mit HPLC-H2O vorbereitet wurde 

und das System betriebsbereit war. Die Auftrennung erfolgte in 1,5 ml Fraktionen beginnend 
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mit pH 8,5 in abnehmenden Schritten von pH 0,3 bis ein pH-Wert von 4,0 erreicht war. Die 

Flussrate lag bei 0,2 ml/min. Der Proteingehalt in den Fraktionen wurde durch die 

Absorption bei 280 nm gemessen. Ein Teil der Fraktionen wurde dann für ELISpot-Analysen 

verwendet, der andere Teil für die spätere Analyse der zweiten Dimension bei -20 °C 

eingefroren.  

Für die zweite Dimension wurden nur Fraktionen verwendet, die relevante Antworten in der 

ELISpot-Analyse aufwiesen. Jeweils 200 µl der ersten Dimension wurde eingesetzt und ein 

Gradient von 5 % bis 100 % Acetonitril angelegt. Die Flussrate lag bei 0,75 ml/min. Die 

eluierten Proteine wurden bei -20 °C aufbewahrt bis sie für die ELISpot-Analyse und die 

folgende massenspektrometrische Analyse verwendet wurden. 

 

Auswahl der Peptide  

Die Peptide für die ELISpot-Analyse wurden mit Hilfe der Epitopvorhersagedatenbank 

SYFPEITHI ausgewählt (Rammensee et al. 1999). Die komplette Aminosäuresequenz der 

durch die Massenspektrometrie identifizierten Proteine wurde in die Datenbank geladen 

und für jedes Protein jeweils bis zu 20 der wahrscheinlichsten Epitope (höchster Score) der 

HLA-Allele A*0201, A*03, A*01, B*0702, DRB1*1501, DRB1*0701 und DRB1*0301 notiert. 

Für jedes Protein wurden dann ein bis vier Peptide mit einer Länge von etwa 30 

Aminosäuren ausgewählt, die für jedes HLA-Allel möglichst viele Epitope mit hohem 

SYFPEITHI-Score beinhalteten.  

 

3.2.3 Immunbiologische Methoden 

GST-ELISA für den Nachweis von spezifischen Antikörpern in Patientenserum 

Die serologische Untersuchung von Patientenseren für den Nachweis von Antikörper-

Antworten gegen die Proteine p53, Mage A3 und Survivin wurde über einen GST-ELISA 

erreicht (Sehr et al. 2001), der von Alexander Migdoll am NCT Heidelberg durchgeführt 

wurde. 

Die Proteine p53, Mage A3 und Survivin wurden rekombinant als Fusionsprotein mit GST 

(Glutathion-S-Transferase) in E. coli exprimiert. Zusätzlich enthielten diese Fusionsproteine 

eine C-terminale Markierung (Tag), bestehend aus den 11 terminalen Aminosäuren des SV40 

large T-Antigen.  
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Spezielle 96-Well-Mikrotiterplatten wurden über Nach mit Glutathioncasein beschichtet, 

einem Bindepartner für GST-Fusionsproteine. Die Konzentration der drei bakteriellen 

Antigenlysate wurde auf 0,25 mg/ml eingestellt und in den Platten gekoppelt. Bakterielle 

GST-Lysate ohne Antigen wurden vorab mit den Seren inkubiert um unspezifische Antikörper 

zu eliminieren. Die Seren wurden schließlich in einer Verdünnung von 1:500 in die Platten 

mit den immobilisierten Antigenen gegeben. Gebundene Antikörper wurden mit einer 

Meerrettichperoxidase, gekoppelt an einen Antikörper gegen humanes Fc, detektiert. Als 

Substrat diente o-Phenylendiamin Dihydrochlorid und H2O2. Die Absorption wurde bei 490 

nm gemessen, als Referenz diente eine Wellenlänge von 650 nm. 

 

Isolierung von Zellen mit magnetischen Kügelchen 

Dynabeads® sind superparamagnetische Kügelchen aus Polystyrol von exakt gleicher Größe, 

die bereits in den 1970er Jahren entwickelt wurden (Ugelstad 1976). Sie besitzen eine 

gleichmäßige magnetische Verteilung und ihre Oberfläche kann mit verschiedenen 

Molekülen bedeckt sein. Die in dieser Arbeit verwendeten Dynabeads waren entweder mit 

Antikörpern bedeckt, die direkt gegen Zelloberflächenantigene gerichtet waren oder sie 

trugen Antikörper gegen den konstanten Teil von Maus Immunglobulin. So konnten diese 

mit der gewünschten Spezifität selbst gekoppelt werden. Durch die magnetischen 

Eigenschaften der Kügelchen lassen sich, mit Hilfe eines starken Magnetfelds, die an den 

Kügelchen gebundenen Zellen von nicht gebundenen Zellen trennen. Dies erlaubt die 

Isolation oder Depletion von bestimmten Zellpopulationen. Eine Besonderheit weisen 

CELLection™-Dynabeads® auf. Sie tragen ein DNA-Verbindungsstück zwischen dem 

Kügelchen und dem Antikörper. Diese Konstruktion erlaubt das nachträgliche Entfernen der 

magnetischen Kügelchen von gebundenen Zellen durch DNase. 

Auf dem gleichen Prinzip beruhen auch MACS-Microbeads™ von Miltenyi. Diese ebenfalls 

superparamagnetischen Kügelchen mit einem Durchmesser von etwa 50 nm bestehen aus 

einer biologisch abbaubaren Matrix und beeinflussen dadurch die Funktion der Zellen nicht, 

auch wenn sie noch an den Zellen haften. Die magnetische Separation der MACS-markierten 

Zellen funktioniert über eine Säule an der ein starkes Magnetfeld angelegt wird. Somit 

können auch hier gewünschte Zellpopulationen isoliert oder depletiert werden. 
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Anreicherung von T-Zellen mit Dynabeads 

Für die Analyse der Funktionalität von T-Zellen im ELISpot können verschiedene 

Subpopulationen verwendet werden. In einem ersten Schritt wurden daher die T-Zellen von 

sonstigen Lymphozyten, z.B. NK-Zellen und B-Zellen, abgetrennt und somit angereichert. Um 

die Funktionalität nicht zu beeinflussen wurde dazu eine sogenannte Negativselektion 

verwendet. Dazu liegt den Dynabeads ein Antikörpercocktail bei, der Antikörper gegen CD14, 

CD16a, CD16b, CD19, CD36, CD56, CDw123 und CD235a enthält. Durch diese Mischung 

werden alle anderen Zellen von Dynabeads gebunden und entfernt und die T-Zellen bleiben 

als einzige Population zurück. 

Für den Versuch wurden T-Zellen durch mehrmaliges Abspülen von den 

Zellkulturpetrischalen in Zentrifugenröhrchen überführt und abzentrifugiert (1400 U/min, 8 

min). Der Überstand wurde vorsichtig entfernt und 100 µl MACS-Puffer je 107 Zellen 

zugegeben. Dazu wurden dann analog jeweils 20 µl des Antikörpercocktails pipettiert. 

Anschließendes Rotieren des Röhrchens für 20 Minuten bei 4 °C stellte die Bindung der 

Antikörper an die Zielzellen sicher. Nach der Inkubation wurden 2 ml MACS-Puffer 

zugegeben und die Zellen erneut abzentrifugiert. Der Überstand mit ungebunden 

Antikörpern wurde verworfen und die Zellen in 900 µl MACS-Puffer je 107 Zellen 

aufgenommen. Jeweils 100 µl Dynabeads wurden zugegeben und für die Kopplung bei 

Raumtemperatur 15 Minuten rotiert. Anschließend wurde mit MACS-Puffer auf 5 ml 

aufgefüllt und gemischt. Die Röhrchen wurden in die Magnethalterung gesteckt und für 3 

Minuten inkubiert. In dieser Zeit werden alle von Dynabeads gebundenen Zellen an die 

Röhrchenwand zum Magneten gezogen. Mit einer Pasteurpipette wurde der Überstand 

vorsichtig abgenommen und in ein neues Tube überführt. Nach einer weiteren 

Zentrifugation stehen die angereicherten T-Zellen für weitere Experimente zur Verfügung. 

 

Isolation von T-Zell-Subpopulationen über MACS-Microbeads 

Für die genauere Bestimmung der T-Zell-Antworten ist eine Auftrennung der Zellen in 

Subpopulationen notwendig. Über die Markierung von Oberflächenmarkern mit 

magnetischen Kügelchen lassen sich z.B. CD4+ und CD8+ T-Zellen trennen. 

Dazu wurden angereicherte T-Zellen in 80 µl MACS-Puffer je 107 Zellen aufgenommen, 20 µl 

anti-CD8-Microbeads zugegeben, gut gemischt und für 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. 

Anschließend wurden 2 ml MACS-Puffer zugegeben und die Zellen abzentrifugiert. Der 
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Überstand wurde abgenommen und die microbeadgebundenen Zellen in 500 µl MACS-

Puffer resuspendiert. Eine MACS-MS-Säule wurde am Magnethalter befestigt und einmal mit 

500 µl Puffer gewaschen. Dann wurde die Zellsuspension auf die Säule gegeben. Die 

microbeadgebundenen CD8+ T-Zellen werden vom Magneten zurückgehalten und der 

Durchfluss, der die ungebundenen CD4+ Zellen enthält in einem Röhrchen gesammelt. Die 

Säule wurde noch dreimal mit jeweils 500 µl Puffer gespült und anschließend vom 

Magnethalter entfernt und auf ein neues Röhrchen gesetzt. Durch die Zugabe von 1 ml 

Puffer und dem Einsatz eines mitgelieferten Stempels können nun die CD8+ T-Zellen aus der 

Säule entfernt werden. 

 

Isolation von Dendritischen Zellen über Dynabeads 

Auch für die Aufreinigung von Dendritischen Zellen wurde das Prinzip der magnetischen 

Separation angewendet. Durch den Schritt der Adhäsionsreinigung am Beginn der Zellkultur 

befinden sich jedoch weniger unerwünschte Zelltypen in der Kultur als bei der T-Zell-Kultur. 

Am Tag des ELISpots wurden die Dynabeads vorbereitet. Dazu wurden pro Patient jeweils 

100 µl Pan-Mouse-IgG-Dynabeads mit anti-CD56-, anti-CD19- und anti-CD3-Antikörpern 

gemischt und für das Koppeln für 20 Minuten bei 4°C rotiert. Anschließend wurden die 

Dynabeads zusammengeführt und zweimal mit RPMI-1640 gewaschen. Dazu wurde das 

Röhrchen in den Magnethalter gesteckt, der Überstand abgenommen und neues Medium 

zugegeben. In der Zwischenzeit wurden die Dendritischen Zellen durch mehrmaliges starkes 

Abspülen von den Platten entfernt und in Zentrifugenröhrchen überführt. Dabei wurden 

gegebenenfalls die Dendritischen Zellen aus dem Blut und aus dem Knochenmark eines 

Patienten zusammengeführt und abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 1 ml RPMI-1640 

aufgenommen und mit den antikörpergekoppelten Dynabeads versetzt, gefolgt von einer 

Inkubation von 20 Minuten auf dem Rollmixer bei 4 °C. Anschließend wurde mit Medium auf 

5 ml aufgefüllt und gemischt und die Röhrchen im Magnethalter platziert. Nach 3 Minuten 

wurden die angereicherten Dendritischen Zellen im Überstand vorsichtig abgenommen und 

in ein neues Röhrchen überführt.  

 

ELISpot-Analyse (Enzyme-linked ImmunoSpot Assay) 

Die ELISpot-Analyse wurde bereits 1983 entwickelt um antigenspezifische B-Zellen 

quantitativ nachzuweisen (Czerkinsky et al. 1983). Etwas modifiziert eignet er sich auch 
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hervorragend für den Nachweis von antigenspezifischen T-Zellen. Antigenpräsentierende 

Zellen, wie beispielsweise Dendritische Zellen, werden dazu ausgesät und mit verschiedenen 

Testpeptiden sowie Kontrollpeptiden inkubiert. Diese Peptide werden von den Dendritischen 

Zellen aufgenommen, prozessiert und als Antigene auf MHC-Molekülen auf der 

Zelloberfläche präsentiert. Werden nun die T-Zellen eines Patienten hinzugegeben, 

reagieren nur solche T-Zellen, die spezifisch ein präsentiertes Antigen erkennen. Eine darauf 

folgenden Reaktionen der Zellen ist die Sekretion von Effektormolekülen, wie Interferon-γ 

oder Perforin. Diese Moleküle werden durch stationär an die Membran gebundene 

Antikörper abgefangen. Durch einen sekundären Antikörper, der an in einem weiteren 

Schritt an eine alkalische Phosphatase gekoppelt wird, lassen sich diese Effektormoleküle 

nachweisen. Durch die Zugabe eines Substrats kommt es durch die Phosphatase zur 

Entstehung eines unlöslichen Farbstoffs, der die Membran an der Stelle der gebundenen 

Moleküle anfärbt. So entstehen auf der Membran farbige Stellen (Spots), die jeweils für eine 

reaktive T-Zelle stehen. So lässt sich quantitativ und sehr sensitiv die Anzahl der 

antigenspezifischen Zellen in einer Probe bestimmen.  

Vor dem eigentlichen Experiment wurde die ELISpot-Platte vorbereitet. Dazu wurde der 

Interferon-γ (IFN-γ)-Fänger-Antikörper 1:100 in PBS verdünnt und gut gemischt. Dann 

wurden jeweils 100 µl pro Well in die Platte gegeben und der Antikörper für 3 Stunden bei 

37°C an die Membran gekoppelt. Alternativ wurde die Kopplung auch bei 4°C über Nacht 

durchgeführt. Anschließend wurde die Antikörperlösung abgekippt und zweimal mit 

Waschpuffer und zweimal mit PBS gewaschen. Dann wurde zum Blockieren der noch freien 

Bindestellen je 200 µl X-VIVO 20 Medium mit 10 % AB-Serum zugegeben und für 1 h bei 

37 °C inkubiert. Anschließend wurde erneut je zweimal mit Waschpuffer und PBS gewaschen.  

Für das ELISpot-Experiment wurden standardmäßig dann 10.000 Dendritische Zellen in jedes 

Well verteilt und jeweils 20 µg Testpeptid, oder Endoglobulin als Kontrolle, zugegeben und 

für mindestens 4 Stunden inkubiert. Anschließend wurden je Well 50.000 T-Zellen 

zugegeben und die Kokultur für 40 Stunden inkubiert. Danach wurde der ELISpot abgestoppt. 

Dazu wurde die Platte je zweimal mit Waschpuffer und PBS gewaschen und anschließend für 

1 Minute mit H2O inkubiert. Dadurch werden alle Zellen lysiert. Anschließend wurde erneut 

je zweimal mit Waschpuffer und PBS gewaschen und dann je 100 µl biotinylierter anti-IFN-γ-

Antikörper (1:1000 in PBS verdünnt) zugegeben und bei 37 °C inkubiert. Nach 90 Minuten 

wurde wie zuvor gewaschen und je 100 µl einer alkalischen Phosphatase (1:1000 in PBS) 
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zugegeben, die an Streptavidin gekoppelt war. Nach 90 Minuten bei 37 °C und den 

Waschschritten wurde je 100 µl des Substrats für die alkalische Phosphatase (nach 

Herstellerangaben vorbereitet) zugegeben und die Platte im Dunkeln inkubiert. Durch 

regelmäßige Sichtkontrollen wurde der Fortgang der Farbreaktion beobachtet und diese 

nach zwei bis 20 Minuten abgestoppt. Dazu wurde die Substratlösung abgekippt und 

zweimal mit H2O gewaschen. Der Plastikboden der Platte wurde abgezogen und die Platte 

auf Tüchern trockengetupft und mindestens einen Tag getrocknet bevor sie ausgezählt 

wurde. Für die Analyse wurde das Immunospot® S5-System von CTL verwendet. 

 

Depletion apoptotischer und toter Zellen 

Für einige Experimente ist das Vorhandensein von apoptotischen oder toten Zellen negativ, 

da diese in ihrer Struktur instabil sind und z.B. Antikörper aller Art unspezifisch binden 

können. Speziell für die Separation von Tumor- und Stromazellen mit dem Ziel anschließend 

Gewebelysate herzustellen sind tote Zellen als Verunreinigung ein Problem. Für die 

Entfernung dieser Zellen kann ebenfalls auf magnetische Kügelchen zurückgegriffen werden. 

Die MACS Dead Cell Removal Beads erkennen ein Antigen in der Plasmamembran von frühen 

und späten apoptotischen sowie von toten Zellen. 

Für die Anwendung wurden 100 µl der Microbeads zu jeweils 107 Zellen gegeben und für 15 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Eine MACS-LS-Säule wurde im Magnethalter 

befestigt und mit 1000 µl Binding-Puffer äquilibriert. Die Zellen wurden mit 1000 µl Binding-

Puffer gemischt und auf die Säule gegeben. Die Säule wurde dreimal mit 1000 µl Binding-

Puffer gespült. Der Durchfluss mit den lebenden Zellen wurde in einem Zentrifugenröhrchen 

aufgefangen.  

 

Separation von Tumor- und Stromazellen über MACS-Microbeads 

Um Tumor- und Stromazellen voneinander zu trennen wurden zuerst die oben 

beschriebenen Schritte zur Gewinnung von Einzelzellen und der Depletion von toten Zellen 

durchgeführt. Im Anschluss wurden Tumor- und Stromazellen über den tumorassoziierten 

Marker EpCAM separiert. Dabei wurden CELLection™-Dynabeads verwendet, um die 

Magnetkügelchen nach der Separation wieder entfernen zu können. 

Dazu wurden die Zellen mit MACS-Puffer auf eine Konzentration von 107 Zellen / ml 

eingestellt. 10 µg anti-EpCAM-Antikörper wurde je Milliliter zugegeben, gut gemischt und für 
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15 Minuten bei 4 °C auf dem Rollmixer inkubiert. Anschließend wurden 2 ml Puffer 1 

zugegeben und die Zellen abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 

1 ml Puffer 1 je 107 Zellen resuspendiert. Danach wurden 25 µl CELLection-Dynabeads je 107 

Zellen hinzugegeben und für 20 Minuten bei 4 °C rotiert. Die Zellsuspension wurde danach 

nochmals gemischt und für 2 Minuten im Magnethalter inkubiert. Der Überstand, der die 

Stromazellen beinhalten sollte, wurde vorsichtig mit einer Serumpipette abgenommen und 

in ein neues Tube überführt. Dieser Vorgang wurde noch einmal mit 1 ml Puffer 1 wiederholt. 

Danach wurden pro 107 microbeadgebundenen Zellen 200 µl Puffer 3, der zuvor auf 37 °C 

vorgewärmt wurde, und 4 µl der mitgelieferten DNase zugegeben. Nach einer Inkubation 

von 15 Minuten auf dem Rollmixer bei Raumtemperatur wurde die Suspension zehnmal mit 

einer 1 ml Pipette stark auf- und abpipettiert um die restlichen Microbeads von den Zellen 

zu lösen. Die Zellsuspension wurde für 2 Minuten im Magnethalter inkubiert und der 

Überstand mit den Tumorzellen vorsichtig in ein neues Röhrchen überführt. Auch dieser 

Schritt wurde einmal mit Puffer 3 wiederholt. Abschließend wurden die separierten Tumor- 

und Stromazellen gezählt. 

 

Vakzinierungen mit autologen NDV-infizierten Tumorzellen  

Im Zuge einer klinischen Studie der Phase I wurden in der Chirurgischen Universitätsklinik 

Heidelberg Patienten mit einem experimentellen Vakzin behandelt. Die hier in Kürze 

zusammengefassten Versuche wurden komplett von der Arbeitsgruppe unter Leitung von 

Prof. Dr. Jürgen Weitz durchgeführt. 

Operabel entfernte autologe Lebermetastasen wurden mechanisch zerkleinert und mit 

Sputolysin® für 15 min nach Herstellerangaben behandelt. Anschließend wurde durch die 

Behandlung der Gewebestücke mit DNase I und Dispase und das Passieren durch einen Filter 

einzelne Zellen gewonnen. Nach einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation wurden die 

isolierten Tumorzellen gezählt. Je 1x107 Zellen wurden dann mit 64 

Hämagglutinationseinheiten / ml des Newcastle-Disease-Virus Stamm Ulster für eine Stunde 

leicht schüttelnd inkubiert. Nach der Infektion der Zellen wurden diese zentrifugiert und der 

Überstand abgesaugt. Anschließend wurden die Zellen für eine ausreichende 

Virusreplikation für 12 Stunden kultiviert. Parallel dazu wurden auch nicht-infizierte 

Tumorzellen kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Zellen abgelöst und auf Sterilität 

getestet. Danach wurden die Tumorzellen mit 200 Gy bestahlt und in einzelnen Chargen 
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eingefroren. Am Tag jeder Impfung wurde eine Charge mit NDV-infizierten Zellen, und 

gegebenenfalls eine Charge mit nicht-infizierten Zellen, aufgetaut und in sterilem, 

physiologischem NaCl resuspendiert und gezählt. Die NDV-infizierten Zellen wurden mit 35 

µg eines bispezifischen Antikörpers versetzt, der gegen das Hämagglutinin von NDV sowie 

gegen CD28 gerichtet ist, und zusammen mit Interleukin-2 dem Patienten verabreicht. Jeder 

Patient erhielt vier Impfungen mit jeweils 5x106 Tumorzellen im Abstand von je zwei 

Wochen und eine fünfte Impfung nach weiteren vier Wochen. Bei der ersten und letzten 

Impfung erhielt er zusätzlich eine Impfung mit nicht-infizierten Tumorzellen ohne 

bispezifischen Antikörper. Jeweils vor und drei Tage nach einer Impfung wurde peripheres 

Blut entnommen und die Immunreaktion verfolgt. 

 

Durchflusszytometrie (FACS) 

Die Durchflusszytometrie ist eine der bedeutendsten Methoden der Immunologie. Die 

Analyse beruht auf der Messung von optischen Signalen, die von Zellen emittiert werden, 

wenn diese einen Laserstrahl passieren. Durch eine sehr präzise Küvette aus Glas oder Quarz 

wird garantiert, dass immer nur einzelne Zellen nacheinander durch den Messbereich eines 

Laserstrahls geführt werden. Ein Detektor fängt das dabei entstehende Streulicht oder 

Fluoreszenzsignal auf. Normale Zellen emittieren nur sehr wenig fluoreszierendes Licht. 

Markiert man die Zellen jedoch mit Antikörpern, die spezielle fluoreszierende Farbstoffe 

tragen, können diese Zellen anhand des Fluoreszenzsignals unterschieden werden. Die 

Stärke des Fluoreszenzsignals korreliert dabei mit der Stärke der Expression des Moleküls 

gegen das der Antikörper gerichtet ist. Durch den Einsatz von verschiedenfarbigen Lasern 

und Filtern kann eine einzelne Zelle auf verschiedene Merkmale hin gleichzeitig untersucht 

werden. Durch eine sehr hohe Durchflussrate (bis zu 1000 Zellen/s) können sehr detaillierte 

Aussagen über Subpopulationen einer Probe gemacht werden. 

Etwa 5 x 105 Zellen je Probe wurden gewaschen (200 µl FACS-Puffer zugeben, 3 min bei 1600 

U/min zentrifugieren) und anschließend in FACS-Puffer resuspendiert. Alle folgenden 

Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Die Zellen wurden für 10 min mit Endobulin (2,5 µg/µl) 

inkubiert um Fc-Rezeptoren zu blockieren. Anschließend wurden die fluoreszenzstoff-

tragenden Antikörper für die Färbung von Oberflächenmolekülen zugegeben und für 20 

Minuten im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden anschließend zweimal gewaschen um sie 

von ungebundenen Antikörpern zu befreien. Farbstoffe für die lebend/tot-Färbung wurden 
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nach Herstellerangaben zugegeben und die Zellen in 100 µl FACS-Puffer aufgenommen. Die 

Analyse wurde mit einem FACS Canto II (Beckton Dickinson, USA) durchgeführt. Die 

Auswertung erfolge mit FlowJo (Tree Star, USA). 

 

Immunhistologie  

Für den Nachweis von Proteinexpression im Tumorgewebe wurden aus Paraffinblöcken mit 

formalinfixierten Tumorproben dünne Schnitte hergestellt und auf Objektträgern platziert. 

Deparaffinisiert wurde über eine Xylol-Ethanol-Behandlung: 2x 3 min 100 % Xylol; 3 min 

50 % Xylol / 50 % Ethanol; 3 min 100 % Ethanol; 2 min 95 % Ethanol; 2 min 70 % Ethanol; 2 

min 50 % Ethanol; Inkubation in H2O. Anschließend wurden die Objektträger in 

Natriumcitrat-Puffer in einem Dampfkochtopf für drei Minuten erhitzt um Antigene wieder 

zugänglich für Antikörper zu machen. Danach wurden die Schnitte zweimal für 5 min mit 

TBS-T (TBS mit 0,025 % Tween-20) gewaschen und für zwei Stunden mit Kaninchenserum 

blockiert. Anschließend wurde das Serum abgetropft und die jeweiligen primären Antikörper 

zugegeben. Es folgte eine Inkubation bei 4 °C über Nacht. Am nächsten Tag wurden die 

Schnitte zweimal gewaschen und der sekundäre Antikörper aufgebracht und für eine Stunde 

im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit anschließender vorsichtiger 

Trocknung der Probenränder wurden die Schnitte mit Gelatine eingedeckelt. Die Analyse 

erfolgte auf einem IX81-System unter Xcellence Software (beides Olympus, Deutschland). 

Die Auswertung wurde mit ImageJ (National Institute of Health, USA) durchgeführt. 

 

3.2.4 Molekularbiologische Methoden 

Massenspektrometrische Analyse der PF2D-Fraktionen 

Um herauszufinden, welche Proteine in den verschiedenen ELISpot-reaktiven Fraktionen 

enthalten sind, wurde eine massenspektrometrische Analyse durchgeführt. Die 

Probenvorbereitung, die Massenspektrometrie sowie die erste bioinformatische 

Auswertungen wurden von Frau Dr. Martina Schnölzer und ihrem Team in der Proteomics-

Core-Facility am DKFZ durchgeführt. 

Die PF2D-Fraktionen wurden gegebenenfalls mit Hilfe einer SpeedVac auf ein geeignetes 

Volumen eingeengt und anschließend mit Trypsin verdaut. Die so vorbereiteten Proben 

wurden auf einem LTQ-Orbitrap-XL Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific, Dreieich) 
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analysiert. Die Auswertung der massenspektrometrischen Daten erfolgte mit Mascot 2.2.2 

(Matrix Science, England).  

 

DNA-Sequenzanalyse 

Die Sequenzanalyse für die Bestimmung von Mutationen in p53, Kras und B-raf Genen wurde 

von Herrn Prof. Dr. Wilko Weichert und Herrn Dr. Roland Penzel am Pathologischen Institut 

der Universität Heidelberg durchgeführt. 

Aus formalinfixiertem und paraffineingebettetem Tumorgewebe wurde eine Serie von 

Schnitten angefertigt. Die ersten Schnitte wurden mit Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbt und 

pathologisch sichergestellt, dass es sich um Tumorgewebe handelt. Die darauf folgenden 7,5 

µm Schnitte wurden für die DNA-Extraktion verwendet. Ein erfahrener Pathologe markierte 

auf dem HE-gefärbten Schnitt, wo sich der Tumor befindet und schätzte den Anteil an 

Tumorzellen. Die restlichen Schnitte wurden durch Xylol-Ethanol-Behandlung 

deparaffinisiert. Danach wurde durch einen Abgleich mit den HE-gefärbten Schnitten an 

tumorreichen Stellen Gewebe mit Hilfe einer Glaskapillare abgekratzt. Die DNA wurde unter 

Benutzung eines Qiasymphony® DNA Mini Kits isoliert und im Gerät platziert. Die 

Sequenzierung wurde vollautomatisch mit QIAsymphony® SP/AS durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Der Zusammenhang von T-Zell-Antworten gegen Tumor-Lysat und 

Antworten gegen tumorassoziierte Antigene - Eine Phase-I-Studie 

Beim Versuch das patienteneigene Immunsystem zu verstärken und vor allem gezielt gegen 

die Tumorzellen zu richten, stellt sich, unabhängig vom letztlich verwendeten System 

grundlegend die Frage, welche Zielstrukturen auf den Tumorzellen dafür geeignet sind.  

In einer Phase-I-Studie, welche am Universitätsklinikum Heidelberg in Kooperation mit dem 

DKFZ durchgeführt wurde, sollte untersucht werden, ob autologe Tumorzellen als Antigen-

Quelle effektiv eingesetzt werden können. Zur weiteren Stimulation des Immunsystems 

wurden bei dieser Impfung die Tumorzellen mit speziellen Viren infiziert und mit bi-

spezifischen Antikörpern behandelt. Die genaue Beschreibung sowie die Erläuterung der 

Ergebnisse dieser Studie finden sich im Anhang. Das parallel zu der Impfung verlaufende 

Immun-Monitoring hatte das Ziel, die Veränderung der T-Zell-Reaktivitäten der einzelnen 

Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten zu bestimmen. Dafür wurde Blut entnommen und 

mittels ELISpot Analysen die T-Zell-Antworten gegenüber autologem Tumor-Lysat und 

ausgewählten Peptiden tumorassoziierter Antigene überprüft.  
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Abbildung 1 

Der individuelle Verlauf der Frequenzen antigenspezifischer T-Zellen im peripheren Blut 

von Patient 1622. Jeder Punkt in der Grafik entspricht der Anzahl spezifischer T-Zellen 

gegen autologes Tumorlysat (rot) oder synthetische Antigene (farbig) je 7,5x104 T-Zellen.  
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Ein zentrales Ergebnis dieser Studie war, dass sich durch diese Impfstrategie bei allen 

getesteten Patienten eine T-Zell-Reaktivität gegen Tumor-Lysat induzieren lässt, welche vor 

Beginn der Impfung nicht nachzuweisen war (siehe Anhang; Abb. 26). Autologe Tumorzellen 

eignen sich somit sehr gut als Antigen-Quelle für die Stimulation von T-Zellen gegen den 

Tumor. Bei der Betrachtung der patientenindividuellen Verläufe der T-Zell-Antworten 

(beispielhaft ist in Abbildung 1 der Verlauf bei Patient 1622 gezeigt), zeigt sich, dass die T-

Zell-Antworten gegenüber Tumor-Lysat (rot) und TAA-Peptiden (bunt) weitestgehend 

synchron verlaufen: ein Anstieg der Reaktivität gegenüber den Peptiden tumorassoziierter 

Antigene führt auch zu einem Anstieg der Reaktivität gegenüber des autologen Tumor-Lysats 

(Abb. 1). Diese Beobachtung ließ sich nicht nur bei Patient 1622 machen: über alle Patienten 

hinweg zeigt sich eine hochsignifikante Korrelation der T-Zell-Antworten zwischen Tumor-

Lysat und TAA-Peptiden (siehe Anhang, Abb. 27). 

Diese Tatsache zeigt, dass tumorassoziierte Antigene eine hohe Relevanz bei der T-Zell-

Reaktion gegen Tumore besitzen, da die Anzahl reaktiver, spezifischer T-Zellen gegen TAA-

Peptide durchweg höher ist als gegen Tumor-Lysat (Abb. 1; auch Anhang, Abb. 26). Dennoch 

stellt sich bei dieser Studie noch immer die Frage, welches die besten Zielantigene für eine 

optimale T-Zell-Reaktion sind und welche Proteinanteile im Tumor-Lysat denn nun die 

Reaktivität der T-Zellen ausgelöst haben. 

 

4.2 Die systematische Analyse der Zielstrukturen spontaner T-Zell-

Antworten bei Patienten mit kolorektalem Karzinom  

Um systematisch und unbefangen zu untersuchen, welche Antigene bei einem Patienten mit 

kolorektalem Karzinom wirklich bei der Erkennung des Tumors eine Rolle spielen, 

entwickelten wir eine Proteom-basierte Methode (PF2D-Methodik; vgl. Schema Abb. 2). Bei 

dieser Methode wird Tumorgewebe des Patienten lysiert und die Proteine im Lysat zuerst in 

einer ersten Dimension nach ihrem pH-Wert in verschiedene Fraktionen aufgetrennt. Später 

können dieselben Fraktionen über eine HPLC-Säule nach ihrer Größe in weitere Sub-

Fraktionen unterteilt werden. T-Zellen, die aus dem Blut der Patienten isoliert wurden, 

wurden dann jeweils auf ihre Reaktivität gegenüber den einzelnen Fraktionen in ELISpot-  
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Analysen getestet. Nur Fraktionen der ersten Dimension, die eine signifikante T-Zell-Antwort 

im ELISpot ausgelöst hatten, wurden für die Auftrennung in der zweiten Dimension 

verwendet. Lieferten die resultierenden Sub-Fraktionen in der folgenden ELISpot Analyse 

signifikante Ergebnisse, wurden sie massenspektrometrisch auf die enthaltenen Proteine hin 

untersucht. Um zu zeigen, welche der gefundenen Proteine für die eigentliche T-Zell-

Abbildung 2 

Schematische Darstellung der PF2D-Methodik für die Identifizierung neuer tumor-

assoziierter Antigene. Das Tumor-Lysat von CRC-Patienten wurde in einem ersten Schritt 

über den pH-Wert in mehrere Proteinfraktionen aufgetrennt. Autologe T-Zellen wurden 

anschließend in einer ELISpot-Analyse verwendet, um die Reaktivität gegenüber diesen 

Fraktionen zu testen. Fraktionen, die zu einer signifikanten T-Zell-Reaktion führten, wurden 

anschließend in einer 2. Dimension über HPLC-Säulen in weitere Sub-Fraktionen unterteilt. 

Nach einem erneuten ELISpot-Test wurden die positiven Sub-Fraktionen 

massenspektrometrisch auf die darin enthaltenen Proteine analysiert. FÜr diese Proteine 

wurden dann mit Hilfe der Epitop-Vorhersage der Datenbank Syfpeithi geeignete Peptide 

designt und durch eine weitere Überprüfung mit autologen T-Zellen des Patienten im 

ELISpot als neue tumorassoziierte Antigene verifiziert. 
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Antwort verantwortlich war, wurden geeignete Peptide hergestellt und in einem finalen 

ELISpot-Test als T-Zell-Antigene verifiziert (Abb.2). 

 

4.2.1 Antigen-Analyse von Patient 2241  

Tumorgewebe des primären kolorektalen Karzinoms von Patient 2241 wurde anhand der 

PF2D-Methodik (Abb.2) aufgetrennt. Die ELISpot-Ergebnisse der ersten Fraktion zeigen, dass 

zwei Fraktionen, 10 und 14, eine signifikante T-Zell-Antwort auslösen konnten (Abb. 3A).  
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Abbildung 3 

T-Zell-Antworten gegen Tumorlysat-Fraktionen der 1. Dimension (A) und der 2. Dimension 

(B) von Patient 2241. Nach der jeweiligen Auftrennung der Proteine (nach pH-Wert in der 1. 

Dimension; nach Größe in der 2. Dimension) bei der PF2D-Analyse wurden autologe 

Dendritische Zellen mit den resultierenden Fraktionen versetzt und mit patienteneigenen T-

Zellen kultiviert. Die Anzahl reaktiver T-Zellen (Spots) pro 5x104 T-Zellen wurde durch 

ELISpot Analysen gemessen. (Sub-)Fraktionen mit blau markierten Säulen wurden jeweils für 

den nachfolgenden Schritt weiterverwendet. 

* P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 

A 

B 
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Da dies die erste Probe war, die wir untersuchten, verwendeten wir auch die Fraktionen 11 

und 17 weiter, da diese ebenfalls deutlich erhöhte T-Zell-Antworten induzierten (Abb. 3A). 

Die weitere Auftrennung der vier Fraktionen 10, 11, 14 und 17 nach Proteingröße und der 

anschließende ELISpot-Test mit den gewonnenen Sub-Fraktionen ergibt ein interessantes 

Bild (Abb. 3B). Es finden sich zwei signifikant erhöhte Sub-Fraktionen: 14D und 17B. In der 

ersten Dimension war jedoch nur Fraktion 14 in der Lage gewesen, eine signifikante T-Zell-

Reaktion auszulösen. Fraktion 17 war zwar erhöht, jedoch nicht signifikant. Scheinbar hat die 

weitere Auftrennung der Proteine nach Größe zu einer Erhöhung der Konzentration 

einzelner Proteine in den Sub-Fraktionen geführt. So konnte eine vorher maskierte T-Zell-

Reaktivität nun zu einer signifikanten Antwort führen.  

Ein gegensätzliches Bild zeigen die Sub-Fraktionen von Fraktion 10, welche in der 1. 

Dimension eine signifikante Antwort ausgelöst hatte. Die Sub-Fraktionen sind jedoch nicht in 

der Lage, signifikante T-Zell-Reaktionen auszulösen.  

Um nun herauszufinden, welche Proteine für die T-Zell-Reaktivitäten bei Patient 2241 

verantwortlich waren und damit als Zielstrukturen der spontanen T-Zell-Antwort in Frage 

kommen, wurden die blau markierten Sub-Fraktionen 14D, 17B und 10E 

massenspektrometrisch analysiert. Dazu wurden die Fraktionen über eine Vakuumzentrifuge 

konzentriert und getrocknet und anschließend mit Trypsin verdaut, um Protein-Bruchstücke 

zu gewinnen. Mit Hilfe eines Massenspektrometers lassen sich nun die Aminosäure-

Sequenzen der Peptide bestimmen. Über einen Abgleich mit Datenbanken erhält man somit 

die Identität des Proteins.  

Die Anzahl der „Treffer“ weist darauf hin, wie häufig ein Peptid des Proteins detektiert 

wurde. Die Punkte sagen aus, wie hoch die Übereinstimmung mit dem genannten Protein ist. 

Bei zwei oder mehr Treffern und einem Punktewert über 60 gilt das Protein als sicher 

nachgewiesen. 

Insgesamt konnten 14 Proteine aus den drei Subfraktionen massenspektrometrisch 

nachgewiesen werden (Tabelle 1). Sechs Proteine wurden aus der Probe von Subfraktion 17B 

und acht Proteine aus der Subfraktion 10E identifiziert. Aus Subfraktion 14D erreichte kein 

Protein die definierten Werte, um als sicher nachgewiesen zu gelten. Dies kann auf die 

unterschiedliche Qualität der Proben zurückgeführt werden. Subfraktion 17B hatte 

augenscheinlich eine sehr gute Qualität, da fast alle Proteine dieser Subfraktion sehr hohe 
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Punktwerte erreichen (Tabelle 1). Interessanterweise lassen sich auf den ersten Blick keine 

bekannten, klassischen T-Zell-Antigene erkennen. 

 

Massenspektrometrisch detektierte Proteine Fraktion Punkte Masse (Da) Treffer 

Caspase 14 17B 439 27947 10 

Protein S100-A7 (Psoriasin) 17B 376 11564 7 

Leucine-rich repeat-containing protein 15 17B 334 65893 9 

Zink-alpha-2-Glykoprotein 17B 218 34942 5 

Protein S100-A9 17B 169 13291 2 

60 kDa heat shock protein, mitochondrial 10E 150 61157 5 

Protein S100-A11 10E 141 11847 2 

Annexin A2 10E 127 38808 2 

Plakoglobin 10E 112 38808 3 

Eukaryotic initiation factor 4A-II 10E 104 46593 2 

Elongation factor 1-alpha 1 10E 99 50437 4 

Protein S100-A8 17B 92 10988 2 

WD40 repeat-containing protein SMU1  10E 73 58118 2 

Elongation factor 1-gamma 10E 68 41589 3 

 

 

 

 

 

Um sicher nachzuweisen, dass eines dieser Proteine ein echtes T-Zell-Ziel ist, wurden für 

jedes Protein, das in der Massenspektrometrie nachgewiesen wurde, Peptide erstellt. Diese 

Peptide wurden so gewählt, dass sie verschiedene Epitope beinhalteten, die auf den am 

häufigsten vorkommenden Typen von MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-II präsentiert werden 

können. In ELISpot-Analysen wurden diese Peptide zusammen mit Dendritischen Zellen und 

T-Zellen des Patienten eingesetzt, aus dessen Gewebe das nachgewiesene Protein isoliert 

Tabelle 1 

Massenspektrometrisch nachgewiesenen Proteine von Patient 2241. Die Proteine sind nach 

absteigendem Punktewert geordnet. Es sind nur sicher nachgewiesene Proteine dargestellt. 

Als sicher nachgewiesen gilt ein Protein, wenn mindestens 2 Peptide detektiert wurden 

(Treffer) und die Übereinstimmung mit dem Protein hoch ist (Gesamtzahl der Punkte > 60). 
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wurde. So ist sichergestellt, dass dieses Protein eine tatsächliches Ziel in der Immunantwort 

gegen den Tumor dieses Patienten ist: ein neues tumorassoziiertes Antigen. 

Für Patient 2241 konnten sechs Peptidmixturen identifiziert werden, die in der Lage sind 

eine signifikante T-Zell-Antwort auszulösen. Jeweils drei stammen aus den zwei verbliebenen 

Fraktionen 10E und 17B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neue tumorassoziierte Antigene 

Annexin A2 

Elongationsfaktor 1 alpha 

Elongationsfaktor 1 gamma 

Caspase 14 

Protein S100-A7 (Psoriasin) 

Protein S100-A9 
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Abbildung 4 

T-Zell-Antworten gegen Peptide der massenspektrometrisch nachgewiesenen Proteine von 

Patient 2241. Synthetische Peptide der nachgewiesenen Proteine wurden in ELISpot-

Analysen mit Zellen von Patient 2241 eingesetzt. Die Anzahl reaktiver T-Zellen (Spots) pro 

5x104 T-Zellen wurde gemessen. Blaue Säulen markieren neu identifizierte Tumor-

assoziierte Antigene. 

* P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 

Tabelle 2 

Neu identifizierte tumorassoziierte Antigene (TAA) von Patient 2241. 
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Diese verifizierten Proteine definieren wir somit als neue tumorassoziierte Antigene (TAA) 

(Tabelle 2). Bei diesem Patienten scheinen diese Proteine das Hauptziel der T-Zell-Antwort 

gegen den Tumor zu sein. 

 

4.2.2 Antigen-Analyse von Patient 2295  

Bei Patient 2295 wurde, ebenso wie bei Patient 2241, Tumorgewebe des primären 

kolorektalen Karzinoms für die Analyse verwendet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5 

T-Zell-Antworten gegen Tumorlysat-Fraktionen der 1. Dimension (A) und der 2. Dimension 

(B) von Patient 2295. Nach der jeweiligen Auftrennung der Proteine (nach pH-Wert in der 1. 

Dimension; nach Größe in der 2. Dimension) bei der PF2D-Analyse wurden autologe 

Dendritische Zellen mit den resultierenden (Sub-)Fraktionen versetzt und mit 

patienteneigenen T-Zellen kultiviert. Die Anzahl reaktiver T-Zellen (Spots) pro 5x104 T-Zellen 

wurde durch ELISpot Analysen gemessen. (Sub-)Fraktionen mit blau markierten Säulen 

wurden jeweils für den nachfolgenden Schritt weiterverwendet. 

** P < 0,005; * P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 

 

A 

B 

K
ontr

olle 1 2 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 29 30

0

20

40

60

80 **

*
*

S
p

o
ts

 /
 5

x
1

0
4
 T

C



   Seite | 59 

Nach der Auftrennung in der 1. Dimension (vgl. Schema Abb. 1) zeigten drei Fraktionen eine 

deutliche Fähigkeit zur Stimulation autologer T-Zellen im ELISpot: Fraktion 15, 16 und 22 

(Abb. 5A).  

Auch wenn sich die Auftrennung der Proteine nach ihrem pH-Wert zwischen einzelnen 

Patienten nicht direkt vergleichen lässt, lässt sich dennoch bereits hier darauf schließen, dass 

die T-Zell-Antworten beider Patienten von unterschiedlichen Proteinen stammen müssen 

(vgl. Abb. 3A und Abb. 5A). Fraktion 10 bei Patient 2241 wurde mit einer Unsicherheit von 

etwa pH 0,2 um den pH-Bereich 7,9 eluiert (Abb. 3A). Fraktion 22 bei Patient 2295 im 

Bereich von pH 4,3 (Abb. 5A). In den vergleichbaren pH-Bereichen des jeweils anderen 

Patienten gab es jedoch keine erkennbare T-Zell-Stimulation, was den Schluss zulässt, dass 

bei den beiden Patienten verschiedene Proteine für die T-Zell-Antwort gegen den Tumor von 

Bedeutung sind.  

Nach der weiteren Auftrennung der drei Fraktionen, zeigen zwei Sub-Fraktionen, 15A und 

16A das Potential sehr deutliche T-Zell-Antworten auslösen zu können. Bedingt durch einen 

technischen Mangel wurden die Fraktionen nicht stark aufgetrennt, was die Aussagekraft 

des Experiments jedoch in keiner Weise beeinflusst. 

 

Massenspektrometrisch detektierte Proteine Fraktion Punkte Masse (Da) Treffer 

Superoxid Dismutase (CuZnSod) 16A 488 16122 22 

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 15A 244 59828 4 

alpha-Fibrinogen 15A 220 70223 4 

LIM-protein FHL3  15A 198 33208 5 

Tubulin alpha-1A chain  15A 190 50810 3 

Selenium-binding protein 1  15A 186 52907 4 

Glycerinaldehyd-3-phosphat dehydrogenase 15A 185 36202 6 

Elongation factor Tu 15A 175 37775 4 

Hämoglobin alpha 15A 163 19204 3 

Creatine kinase-B 15A 157 42745 4 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 15A 156 34245 4 

28S ribosomal protein S23, mitochondrial 15A 155 21814 3 

C19orf21 (nicht-charakterisiertes Protein) 15A 152 75482 3 
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BUB3 isoform a 15A 140 37587 3 

Keratinocyte prolin-rich protein 16A 136 67172 6 

Proteasome subunit beta type-5  15A 134 23053 3 

Filagrin-2 16A 98 249296 2 

Nuclear corepressor KAP-1 15A 94 90247 2 

Cathepsin B 15A 91 23633 2 

Protein SCO2 homolog 15A 90 29903 2 

Ig gamma-4 chain C region 15A 88 36431 2 

Fibronection 15A 88 260064 2 

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6 15A 85 45787 2 

Stathmin isoform a 15A 75 17292 2 

Fatty acid-binding protein 16A 73 15497 2 

Aminoacylase-1  15A 72 46084 2 

beta-2 microglobulin 15A 66 12905 3 

RNA helicase A 15A 60 143405 2 

 

 

 

 

 

Bei der massenspektrometrischen Analyse der beiden Sub-Fraktionen, konnten insgesamt 28 

Proteine nachgewiesen werden, wobei 24 Proteine aus Fraktion 15A stammen (Tabelle 3). 

Erneut konnten keine klassischen tumorassoziierten Antigene, wie p53, MUC oder EGFR 

massenspektrometrisch nachgewiesen werden.  

Nach dem Design geeigneter Peptide für alle 28 Proteine wurde erneut eine ELISpot-Analyse 

zur Verifikation durchgeführt. Sieben Peptid-Mixturen konnten signifikante T-Zell-

Reaktionen induzieren (Abb. 6). Dabei stammten alle sieben von Subfraktion 15A. Die vier 

Peptidmixturen der nachgewiesenen Proteine aus Subfraktion 16A führten dagegen nicht zu 

einer signifikant erhöhten T-Zell-Antwort.  

 

Tabelle 3 

Massenspektrometrisch nachgewiesenen Proteine von Patient 2295. Die Proteine sind nach 

absteigendem Punktewert geordnet. Es sind nur sicher nachgewiesene Proteine dargestellt. 

Als sicher nachgewiesen gilt ein Protein, wenn mindestens 2 Peptide detektiert wurden 

(Treffer) und die Übereinstimmung mit dem Protein hoch ist (Gesamtzahl der Punkte > 60). 
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Die neu definierten tumorassoziierten Antigene (TAA) von Patient 2295 sind in Tabelle 4 

dargestellt. Eine genauere Betrachtung aller neuen TAA erfolgt in Abschnitt 3.2.4. 

 

 

Abbildung 6 

T-Zell-Antworten gegen Peptide der massenspektrometrisch nachgewiesenen Proteine 

von Patient 2295. Synthetische Peptide der nachgewiesenen Proteine wurden in ELISpot-

Analysen mit Zellen von Patient 2295 eingesetzt. Die Anzahl reaktiver T-Zellen (Spots) pro 

5x104 T-Zellen wurde gemessen. Blaue Säulen markieren neu identifizierte Tumor-

assoziierte Antigene. 

* P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 
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Neue tumorassoziierte Antigene 

BUB 3 

ATP Synthase 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

Cathepsin B 

Nuclear corepressor KAP1 

Fibronectin 

Selenium binding protein 1 

 

 

 

4.2.3 Differentielle T-Zell-Reaktivität gegen Primärtumor und Metastase 

Eine der spannendsten Fragen der T-Zell-Immunologie bei Krebserkrankungen ist, ob es bei 

der Erkennung der Tumorzellen durch T-Zellen Unterschiede zwischen Zellen des 

Primärtumors und der Metastase gibt. Kolorektale Tumore bilden in späten Stadien häufig 

Lebermetastasen (Swinton et al. 1968). Diese Zellen der Metastase unterscheiden sich von 

den Zellen des Primärtumors teilweise deutlich in ihrer Proteinexpression (Gallick et al. 

1985; Hernandez et al. 2000). Das liegt unter anderem an der dafür nötigen transienten 

Umwandlung der Zellen in einen mesenchymalen Phänotyp, der die Metastasierung 

überhaupt erst ermöglicht (Koten und Den Otter 1991). Eine mögliche T-Zell-Therapie gegen 

Tumore, könnte den Vorteil haben, dass auch kleinste Mikrometastasen aufgespürt und 

zerstört werden. Dazu ist es aber von äußerster Wichtigkeit zu wissen, ob die Erkennung der 

Metastasen über die gleichen Antigene möglich ist, wie beim Primärtumor. 

Für diese Analyse haben wir Gewebe des kolorektalen Primärtumors und der Leber-

Metastase von einem einzelnen Patienten (Patient 2215) erneut mit Hilfe der PF2D-Methode 

in mehrere Protein-Fraktionen unterteilt und die Analysen analog zu den vorherigen beiden 

Patienten durchgeführt. Ein besonderes Augenmerk galt dabei jeweils der 

Unterschiedlichkeit von Primärtumor (PTu) und Lebermetastase (Met).  

Die ELISpot-Analyse nach der Auftrennung nach pH-Wert in der 1. Dimension (Abb. 7) zeigt, 

dass eine Fraktion aus der Lebermetastase (Abb. 7A) und zwei Fraktionen aus dem 

Tabelle 4 

Neu identifizierte tumorassoziierte Antigene (TAA) von Patient 2295. 
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Primärtumor (Abb. 7B) signifikante Antworten auslösen. Da im pH-Bereich von Fraktion 8 nur 

bei der Fraktion des Primärtumors eine Reaktivität zu beobachten ist, deutet alles darauf hin, 

dass ein Antigen aus diesem Bereich nur beim Primärtumor und nicht bei der Metastase eine 

Rolle spielt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für die weitere Analyse wurden außer den drei positiven Fraktionen auch die jeweils 

korrespondierenden Fraktionen verwendet. In diesen Fraktionen (z.B. Fraktion 8 der 

Metastase) sollten sich, durch die Auftrennung nach pH-Wert, teilweise die gleichen 

Proteine befinden wie in der korrespondierenden reaktiven Fraktion (z.B. Fraktion 8 des 

Primärtumors). Da diese aber im einen Fall nicht zu einer signifikanten T-Zell-Antwort 

geführt haben, können sie als negative Vergleichsgruppe dienen, um die relevanten TAA zu 

Abbildung 7 

T-Zell-Antworten gegen Fraktionen der 1. Dimension aus Lebermetastasen-Lysat (Met) (A) 

oder Primärtumor-Lysat (PTu) (B) von Patient 2215. Die Proteine der Lysate wurden nach 

ihrem pH-Wert aufgetrennt und mit autologen Dendritischen Zellen inkubiert. Nach der 

Co-Kultur mit T-Zellen für 48 Stunden wurde die Anzahl reaktiver T-Zellen (Spots) pro 5x104 

T-Zellen wurde durch ELISpot gemessen. Fraktionen mit blau markierten Säulen wurden 

für die 2. Dimension weiterverwendet. Karierte Säulen kennzeichnen die 

korrespondierenden Fraktionen der jeweils anderen Entität, die ebenfalls für die 2. 

Dimension weiterverwendet wurden. 

* P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 

A 

B 
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finden. Nur Proteine, die in einer reaktiven Fraktion vorkommen, nicht aber in der nicht-

reaktiven, werden als potentielle Kandidaten weiterverfolgt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Nach der weiteren Auftrennung der Fraktionen über HPLC-Säulen wurden mit den 

resultierenden Sub-Fraktionen erneut ELISpot-Tests durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass die 

zuvor reaktiven Fraktionen (Abbildung 7) auch nach der weiteren Auftrennung reaktiver Sub-

Fraktionen beinhalten (Abbildung 8). Fraktion 18, die einzige reaktive Fraktion des 

Lebermetastasen-Lysats in der 1. Dimension, zeigt auch nach der 2. Dimension eine reaktive 

Sub-Fraktion: 18-1 (Abb. 8A). Auch beim Primärtumor sind die reaktiven Fraktionen der 1. 

Dimension, die Fraktionen 8 und 17 (Abb. 7B) durch reaktive Sub-Fraktionen der 2. 

Abbildung 8 

T-Zell-Antworten gegen Sub-Fraktionen der 2. Dimension der Metastase (A) oder des 

Primärtumors (B) von Patient 2215. Ausgewählte Fraktionen der 1. Dimension wurden 

anhand ihrer Größe über HPLC-Säulen in der 2. Dimension aufgetrennt. ELISpot-Analysen 

wurden erneut mit autologen Dendritischen Zellen und T-Zellen durchgeführt. Die Anzahl 

reaktiver T-Zellen (Spots) pro 5x104 T-Zellen wurde gemessen. Blau markierte Säulen 

markieren die Sub-Fraktionen, die für die massenspektrometrische Analyse 

weiterverwendet wurden. Karierte Säulen kennzeichnen die korrespondierenden 

Fraktionen der jeweils anderen Entität. Auch diese wurden massenspektrometrisch 

analysiert. 

** P < 0,005; * P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 

A 

B 
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Dimension repräsentiert (Abb. 8B). Die Auftrennung führte bei Fraktion 17 zur Bildung von 

zwei reaktiven Sub-Fraktionen: 17-3 und 17-4. Bei Fraktion 8 stimuliert Sub-Fraktion 8-5 die 

autologen T-Zellen signifikant. Die Sub-Fraktion 8-3 aus der Lebermetastase führte ebenfalls 

zu einer signifikanten T-Zell-Reaktion (Abb. 8A), obgleich Fraktion 8 der Lebermetastase nach 

der 1. Dimension nicht zu einer signifikanten Antwort geführt hatte (Abb. 7A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subfraktion 8-3 

  
4 8 6 

Subfraktion 8-5 

  
22 22 26 

Subfraktion 17-3 

  
9 8 8 

Subfraktion 17-4 

  4 7 17 

Subfraktion 18-1 

  
5 2 1 

Abbildung 9 

Vergleich der einzelnen Subfraktionen von Patient 2215. Anzahl massenspektrometrisch 

identifizierter Proteine aus Tumor (blaue Kreise) und Metastase (gelbe Kreise). Die Größe 

der Kreise korreliert mit der Anzahl der Proteine. Die Überlappung (grüne Überschneidung) 

zeigt an, wie viele Proteine in beiden Lysaten gefunden werden konnten. Der rote Blitz gibt 

an, welche Subfraktion im ELISpot signifikant reaktiv war. 
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Die Beobachtung, dass reaktive Subfraktionen aus zuvor nicht reaktiven Fraktionen 

hervorgehen, konnte auch schon bei Patient 2241 gemacht werden (Abb. 3A und B). Wie 

dort beschrieben, lässt sich dies durch eine höhere Konzentration einzelner Proteine im Zuge 

der Auftrennung erklären.  

Auch nach der 2. Dimension ist keine direkte Überlappung der reaktiven Fraktionen zu sehen, 

was weiterhin für die differentielle Erkennung von Primärtumor und Metastase spricht.  

Wie bereits nach der 1. Dimension wurden auch die korrespondierenden Sub-Fraktionen in 

den nachfolgenden Analyseschritt übernommen, um einen Negativ-Abgleich vornehmen zu 

können. Somit wurden insgesamt 10 Sub-Fraktionen – 8-3, 8-5, 17-3, 17-4 und 18-1 jeweils 

von Primärtumor und Lebermetastase – für die massenspektrometrische Analyse verwendet. 

Insgesamt konnten deutlich über 100 Proteine aus den verschiedenen Fraktionen sicher 

nachgewiesen werden. Da diese Anzahl an Kandidaten-Proteinen jedoch die Möglichkeiten 

des ELISpot-Tests mit Zellen eines einzelnen Patienten weit übersteigt, wurde der zuvor 

angesprochene Negativ-Abgleich durchgeführt: nur Proteine, die in der reaktiven Sub-

Fraktion nachgewiesen wurden, nicht jedoch in der korrespondierenden nicht-reaktiven Sub-

Fraktion vorkamen, wurden als TAA-Kandidaten behandelt.  

Ein Vergleich der einzelnen Subfraktionen ist in Abbildung 9 zu sehen. Dabei sind die 

Subfraktionen als Kreise dargestellt, wobei die Größe der Kreise mit der Anzahl der 

massenspektrometrisch identifizierten Proteine korreliert. Blaue Kreise stehen für Proteine, 

die aus dem Primärtumor isoliert wurden und gelbe Kreise für Proteine aus der 

Lebermetastase. Die Überlappung der Kreise deutet an, wie viele der Proteine der jeweiligen 

Sub-Fraktion in beiden Lysaten gefunden wurden. Dabei zeigt sich über alle Sub-Fraktionen 

insgesamt etwa ein Verhältnis von jeweils einem Drittel. So wurden beispielsweise bei Sub-

Fraktion 17-3 insgesamt 25 Proteine identifiziert (Abb. 9). Neun dieser 25 kamen 

ausschließlich im Tumorlysat vor, und weitere acht nur im Lysat der Lebermetastase. Acht 

Proteine konnten in beiden Lysaten nachgewiesen werden (Abb. 9). Die roten Blitze zeigen, 

welches die Subfraktionen waren, die signifikante Ergebnisse im ELISpot zeigten. Diese 42 

Proteine wurden als potentielle neue tumorassoziierte Antigene weiterverwendet und sind 

in Tabelle 5 dargestellt.  
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Massenspektrometrisch detektierte Proteine Fraktion Punkte Masse (Da) Treffer 

Apolipoprotein D 18-1 2095 59720 58 

Transgelin 8-5 595 22653 16 

Transgelin-2 8-5 481 22548 11 

Heat shock cognate 71 kDa protein isoform 1 8-5 406 71082 10 

Plakoglobin 17-4 405 82381 8 

Protein S100-A9 8-3 357 13291 9 

ERp57 17-3 348 54541 6 

Sorcin isoform a 8-5 335 21947 8 

Stomatin-like 2 8-5 330 38839 5 

Transferrin 17-4 327 79310 6 

Pyruvate kinase M2 8-5 264 58411 4 

M4 protein 8-5 256 77897 5 

Annexin A2 8-5 228 38808 5 

Desmoplakin 8-5 220 157801 5 

Fibronectin 17-3 192 260064 3 

Serum Albumin 8-3 188 71246 6 

tRNA methyltransferase 112 homolog 8-3 187 14304 2 

Prolactin-inducible protein 17-3 186 16847 4 

Thioredoxin peroxidase PMP20 8-5 176 22262 4 

Keratinocyte proline-rich protein 17-4 168 67172 5 

Zn-alpha2-glycoprotein 8-3 165 34942 3 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 17-3 150 36202 4 

Histone H2A.2 8-3 142 13898 4 

NADP-dependent isocitrate dehydrogenase 8-5 140 46944 2 

Filaggrin-2 8-5 139 249296 2 

ERp44 17-3 128 52282 3 

Hemoglobin subunit alpha 17-3 115 13631 2 

Major Vault Protein 8-5 113 100135 3 

Ubiquitin 8-3 112 8446 2 

Protein S100-A11 8-5 107 11847 2 

Lipoma-preferred partner isoform a 17-3 105 67129 3 

Aldehyde dehydrogenase X 8-5 100 56858 3 
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Caspase-14 17-3 99 27947 2 

Homeobox prox 1 8-5 93 28165 3 

Dsc1a 17-3 92 93668 3 

Suprabasin isoform 1 8-5 91 60562 3 

40S ribosomal protein S2  8-5 88 31590 2 

GrpE-like protein cochaperone 17-4 79 24361 3 

Protein ETHE1 8-5 76 28368 3 

Anterior gradient protein 2 homolog 8-5 74 20024 2 

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 isof. 1 8-5 62 80906 2 

GTP-specific succinyl-CoA synthetase beta subunit 8-5 60 44065 2 

 

 

 

 

 

 

 

Um von den Kandidaten zu verifizierten tumorassoziierten Antigenen zu gelangen, wurden 

erneut synthetische Peptide für jedes einzelne Kandidatenprotein erstellt. Durch die große 

Anzahl der Peptide und die begrenzte Menge an verfügbaren Zellen des Patienten wurden 

die ELISpot-Analysen nur mit der Hälfte der sonst üblichen Zellzahl durchgeführt, was jedoch 

keinen starken Einfluss auf die Ergebnisse haben sollte.  

Insgesamt haben acht Peptidmixturen eine signifikante T-Zell-Antwort ausgelöst (Abb. 10). 

Sieben davon stammen aus Sub-Fraktionen des Primärtumors 8-5, 17-3 und 17-4. Aus den 

beiden Sub-Fraktionen der Lebermetastase, 18-1 und 8-3 löste nur ein Peptidmix eine 

signifikante T-Zell-Reaktion aus: Zn-alpha2 GP. Dabei ist zu beachten, dass nur sieben 

Proteine exklusiv in reaktiven Fraktionen der Lebermetastase nachgewiesen und damit 

getestet werden konnten. Ein direkter, finaler Vergleich zwischen Antigenen des 

Primärtumors und der Metastase ist dadurch nur schwer möglich. Dennoch zeigen diese 

Ergebnisse, dass eine differentielle Erkennung von Primärtumor und Lebermetastase durch 

T-Zellen existiert. Durch die Analyse konnten acht solcher differentieller tumorassoziierter 

Antigene neu identifiziert werden (Tabelle 6). 

Tabelle 5 

Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse der Sub-Fraktionen von Patient 2215. Es 

sind nur Proteine dargestellt, die in reaktiven Sub-Fraktionen, jedoch nicht in den 

korrespondierenden nicht-reaktiven Sub-Fraktionen sicher nachgewiesenen werden 

konnten. Als sicher nachgewiesen gilt ein Protein, wenn mindestens 2 Peptide detektiert 

wurden (Treffer) und die Übereinstimmung mit dem Protein hoch ist (Gesamtzahl der 

Punkte > 60). 
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Abbildung 10 

T-Zell-Antworten gegen Peptide der massenspektrometrisch nachgewiesenen Proteine 

von Patient 2215. Synthetische Peptide ausgewählter nachgewiesener Proteine wurden in 

ELISpot-Analysen mit Zellen von Patient 2215 eingesetzt. Die Anzahl reaktiver T-Zellen 

(Spots) pro 2,5x104 T-Zellen wurde gemessen. Blaue Säulen markieren neu identifizierte 

tumorassoziierte Antigene. 

* P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 
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Neue tumorassoziierte Antigene 

Anterior gradient 2 homolog 

Homeobox Prox 1 

Sorcin 

Transgelin 

Endoplasmic Reticulum protein 44 

Lipoma-preferred-partner Isoform alpha 

Plakoglobin 

Zn-alpha2 Glykoprotein 

 

 

 

4.2.4 Charakterisierung der neu identifizierten tumorassoziierten Antigene 

Insgesamt konnten 21 Proteine als neue tumorassoziierte Antigene (TAA) durch die 

massenspektrometrische Analyse und den anschließenden Peptid-ELISpot verifiziert werden. 

Unter diesen neuen TAA befinden sich keine bekannten, klassischen TAA wie beispielsweise 

p53. Eine erste Analyse dieser 21 Proteine zeigt, dass sie auf den ersten Blick wenig gemein 

haben. Sie unterscheiden sich beispielsweise in ihrer subzellulären Lokalisation. Eine 

Übersicht darüber bietet Abbildung 11. Einige sind vorwiegend innerhalb des Nukleus 

lokalisiert, wie KAP1 und Homeobox Prox 1. Andere befinden sich im Zytoplasma oder sind 

mit der Plasmamembran verknüpft, wie Plakoglobin oder Annexin A2. Die 21 neuen TAA 

beinhalten auch Proteine, die sekretiert werden und vorrangig extrazellulär vorkommen, wie 

Fibronectin und Zn-alpha2-GP oder in der Membran von zellulären Organellen integriert sind, 

wie die ATP-Synthase. Eine immunhistologische Färbung von vier der 21 neuen TAA (Abb. 

12) zeigt diese Unterschiedlichkeit sehr deutlich. Die Färbung von Homeobox Prox 1 (Abb. 

12A) zeigt deutlich eine Expression in Nuklei der Tumorzellen, erkennbar durch grüne 

Punktierung in den blau gefärbten Zellkernen. In manchen Zellen ist das Protein in den 

Zellkernen darüber hinaus stark überexprimiert (rote Pfeile). Plakoglobin (Abb. 12B) ist 

scheinbar ausschließlich in den Tumorzellen und nicht im Stroma exprimiert. Die subzelluläre 

Lokalisation scheint sich besonders an der Plasmamembran der Zellgrenzen zu konzentrieren 

(roter Pfeil). Elongation Factor 1γ (Abb. 12C) zeigt eine sehr starke Expression in den 

Tabelle 6 

Neu identifizierte tumorassoziierte Antigene (TAA) von Patient 2215. 
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Tumorzellen und eine abgeschwächte im Stroma-Anteil. S100-A9 wiederum scheint vor 

allem im Bereich der Stromazellen exprimiert zu werden (Abb. 12D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11 

Subzelluläre Expression der neu identifizierten tumorassoziierten Antigene. Die 21 neuen 

TAA weisen keine Gemeinsamkeit in ihrer subzellulären Expression auf. Einige sind im 

Nukleus anzutreffen, andere in der Membran von Organellen, in der Zellmembran 

verankert oder als sekretierte Proteine in der extrazellulären Matrix. 

Die subzelluläre Expression wurde anhand der Datenbanken UniprotKB (www.uniprot.org) 

und GenAtlas (www.genatlas.org) bestimmt.  
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Abbildung 12 

Immunhistologische Färbung von vier der 21 neuen TAA. Mittig ist eine Übersichtsaufnahme 

zu sehen. Das rote Quadrat markiert den Ausschnitt der Detailaufnahme (links). Rechts sind 

die einzelnen Färbungen zu sehen. Grün gefärbt sind die jeweiligen TAA, blau gefärbt sind 

die Zellkerne (DAPI-Färbung). 

A 

B 

C 

D 
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Eine Analyse aller 21 neuen TAA zeigt, dass der Großteil ubiquitär im Menschen vorkommt 

(Abb. 13A). Über 75 % der Proteine kommen in jeder oder in sehr vielen Zelltypen und 

Geweben vor. Nur vier der neuen TAA sind in ihrer Expression stärker limitiert. Caspase 14 

(epitheliale Zellen), Psoriasin (Atmungs- und Verdauungstrakt) und Anterior gradient protein 

2 homolog (u.a. Dickdarm) sind auch in gesunden Zellen des kolorektalen Systems 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13 

Übersicht über die Expression im Gewebe (A) und die generelle Funktion (B) der 21 neu 

identifizierten TAA. Mehr als 75 % der TAA sind in fast allen Körperzellen exprimiert. In der 

Funktion unterscheiden sich die TAA aber weitestgehend. Die Grafiken wurden durch Daten 

der Datenbanken UniprotKB (www.uniprot.org) und GenAtlas (www.genatlas.org) erstellt. 

Abbildung 14 

Übersicht über die Tumor-Assoziation 

der 21 neu identifizierten TAA. Knapp 

ein Drittel der TAA haben Funktionen, 

die tumorsuppressiv wirken. Etwa 

ebenso viele Proteine haben 

tendenziell tumorfördernde Eigen-

schaften. Ein Sechstel der neuen TAA 

hat Funktionen, die das Immunsystem 

betreffen. Die Grafik wurde durch 

Daten der Datenbanken UniprotKB 

(www.uniprot.org) und GenAtlas 

(www.genatlas.org) erstellt. 
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vorhanden. Zn-alpha2-GP wird vor allem von Drüsengeweben sekretiert und ist in 

verschiedenen Körperflüssigkeiten vorhanden. 

Werden die 21 Proteine nach ihrer Funktion kategorisiert (Abb. 13B), zeigt sich ein sehr 

vielfältiges Spektrum. Wie schon nach der subzellulären Lokalisation (Abb. 11) zu vermuten 

war, unterscheiden sich die 21 neuen TAA auch in ihrer Funktion. Die größten Gruppen sind 

Adhäsion und Motilität sowie Zellzyklus und Proliferation.  

Ein letzter, aber sehr interessanter Aspekt in dieser Betrachtung ist die Tumor-Assoziation 

der Proteine (Abb. 14). Sie könnte einen Hinweis darauf geben, welche Rolle die neu 

identifizierten TAA im Tumor spielen und Grundlage einer veränderten Expression sein, die 

zur Erkennung der Tumorzelle durch T-Zellen führt. Eine Analyse der beschriebenen 

Funktionen zeigt, dass ein Drittel der Proteine Tumor-suppressiv wirken können. Dem 

gegenüber stehen mehr als ein Drittel der TAA, die durch ihre Funktion das Tumor-

Wachstum tendenziell fördern. Drei der 21 Proteine beeinflussen das Immunsystem und ein 

Protein, Sorcin, wird mit der Resistenz gegen mehrere anti-Krebsmedikamente in 

Verbindung gebracht (Maddalena et al. 2011). Von den restlichen Proteinen ist bisher keine 

direkte Assoziation zu Tumoren bekannt. 

 

4.1.4 Differentielle Genexpression der neuen TAA in Krebsstammzellen 

Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Hanno Glimm am NCT forscht an Krebsstammzellen und hat 

verschiedene Subtypen dieser tumorinitiierenden Zellen (TIC) entdeckt, darunter 

metastasierende und nicht-metastasierende TIC. Analysen zeigten, dass es Unterschiede in 

der Genexpression zwischen diesen TIC und Zellen von Primärtumoren oder Metastasen gibt. 

Ein Abgleich der Daten aus den Expressionsanalysen mit den neu identifizierten TAA zeigt, 

dass diese auch eine starke Relevanz bei Krebsstammzellen besitzen.  

 

Tumorassoziiertes Antigen Expression in tumorinitiierenden Zellen (TIC) 

Annexin A2 Höher in TIC als in Primärtumoren 

Elongationsfaktor 1 alpha Höher in TIC als in Primärtumoren,  

höher in stark metastasierenden TIC 

Elongationsfaktor 1 gamma Höher in metastasierenden als in nicht-

metastasierenden TIC 
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Caspase 14  

Protein S100-A7 (Psoriasin)  

Protein S100-A9  

BUB 3 Höher in TIC als in Primärtumoren 

ATP Synthase  

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1  

Cathepsin B Höher in Primärtumoren als in TIC 

Nuclear corepressor KAP1  

Fibronectin  

Selenium binding protein 1 Höher in nicht-metastasierenden TIC als in 

metastasierenden TIC 

Anterior gradient 2 homolog Höher in nicht-metastasierenden TIC als in 

metastasierenden TIC 

Homeobox Prox 1  

Sorcin  

Transgelin  

Endoplasmic Reticulum protein 44  

Lipoma-preferred-partner Isoform alpha Höher in nicht-metastasierenden TIC als in 

metastasierenden TIC 

Plakoglobin Höher in nicht-metastasierenden TIC als in 

metastasierenden TIC 

Zn-alpha2 Glykoprotein Höher in nicht-metastasierenden TIC als in 

metastasierenden TIC 

 

 

 

 

Knapp die Hälfte der neuen TAA wird differentiell exprimiert (Tab. 7). Dabei zeigt sich, dass 

drei der neuen Antigene, BUB3, Annexin A2 und der Elongationsfaktor 1 alpha, in 

tumorinitiierenden Zellen eine erhöhte Expression im Vergleich zu Primärtumoren aufweisen 

(Tab. 7). Der Elongationsfaktor 1 alpha ist darüber hinaus auch noch in stark 

Tabelle 7 

Übersicht über die relative Expression aller neu identifizierten tumorassoziierten Antigene 

in tumorinitiierenden Zellen (TIC). Nur bei signifikanten Unterschieden ist die Expression 

angegeben. Die Genexpressionsanalyse wurde freundlicherweise von unseren 

Kooperationspartnern, der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Hanno Glimm, zur Verfügung gestellt. 
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metastasierenden TIC höher exprimiert. Der Elongationsfaktor 1 gamma zeigt eine stärkere 

Expression in metastasierenden tumorinitiierenden Zellen im Vergleich mit nicht-

metastasierenden TIC (Tab. 7). Tabelle 7 zeigt ebenfalls, dass sechs weitere neue TAA 

hingegen in nicht-metastasierenden tumorinitiierenden Zellen oder dem Primärtumor höher 

exprimiert sind. 

 

4.1.5 Bedeutung der neuen TAA bei weiteren Patienten mit kolorektalem 

Karzinom 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 15 

T-Zell-Antworten gegen Peptide der neuen TAA bei Patient 2430 (A) und dem gesunden 

Spender 010 (B). Die Analyse wurde mit synthetischen Peptiden der neuen TAA 

durchgeführt. Die Anzahl reaktiver T-Zellen (Spots) pro 5x104 T-Zellen wurde gemessen. 

Blaue Säulen markieren signifikant erhöhte T-Zell-Reaktivität. 

* P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 
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Für eine potentielle Nutzung der neuen TAA ist es grundlegend wichtig zu wissen, ob diese 

eine Bedeutung nur in den Patienten haben, aus denen sie ursprünglich isoliert und 

identifiziert wurden, oder aber auch in anderen Patienten mit kolorektalem Karzinom zu 

einer Reaktion des Immunsystems führen können. Ersteres würde für eine personalisierte 

Therapie sprechen und eine Analyse der relevanten Antigene individuell für jeden Patienten 

nötig machen. Sollten die neuen TAA jedoch auch in anderen Patienten zu signifikanten T-

Zell-Antworten führen, könnte das ein Hinweis darauf sein, dass diese Antigene eine 

generelle Rolle beim kolorektalen Karzinom spielen und dadurch auch für Therapien in Frage 

kommen, die auf breitere Patientengruppen ausgelegt sind. 

Der erste Versuch mit einem Patienten (Abb. 15A) zeigt bereits, dass es bei einigen TAA 

ebenfalls zu einer signifikanten Reaktion der T-Zellen kommt. Diese Beobachtung steht im 

Kontrast zum Versuch mit T-Zellen eines gesunden Spenders (Abb. 15B), bei dem keines der 

getesteten Peptide zu signifikanten T-Zell-Antworten führte.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Insgesamt wurde jedes neue tumorassoziierte Antigen bei 11 Patienten mit CRC getestet. 

Die kumulierte Reaktivität der einzelnen TAA ist in Abbildung 16 im Vergleich mit klassischen 

TAA zu sehen. Elongation Factor 1γ (EF 1 gamma) und Caspase 14 führen bei mehr als 45 % 

Abbildung 16 

Übersicht über die signifikante T-Zell-Reaktivität der neuen TAA bei CRC Patienten (n=11) im 

Vergleich mit klassischen TAA (n=34). Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Patienten, 

welche signifikante T-Zell-Antworten beim betreffenden TAA aufwiesen. Die gestrichelte 

Linie markiert die Grenze von 9 % (entspricht einem reaktiven Patient bei den neuen TAA).  
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der Patienten zu signifikanten Ergebnissen. Elongation Factor 1α (EF 1 alpha), S100A7 und 

Selenium bp1 werden noch von über 36 % der Patienten erkannt. Im Vergleich dazu führen 

die klassischen TAA tendenziell seltener zu signifikanten T-Zell-Reaktionen. Beispielsweise 

kommt p53 auf eine Reaktivität von 21,6 % (Abb. 16).  

In Summe haben 17 der 21 TAA bei mehreren Patienten zu einer T-Zell-Reaktion geführt. 

Lediglich bei Annexin A2, ERp 44, Plakoglobin und Cathepsin B konnte außer der verifizierten 

Antwort des ursprünglichen Patienten keine erneute Reaktion bei anderen Patienten 

gemessen werden. Bei der Analyse von 10 gesunden Spendern wurde nur ein einziges Mal 

eine signifikante Reaktion gegen eines der neuen TAA, BUB3, festgestellt (Daten nicht 

dargestellt). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17 

Die Frequenz antigenspezifischer T-Zellen bei Patienten und gesunden Spendern (A) und 

bei CRC Patienten im Vergleich mit Frequenzen gegen bekannte Antigene (B). Jeder Punkt 

in der Grafik entspricht der Anzahl spezifischer T-Zellen je 5x104 T-Zellen. 

*** P < 0,0005 (zweiseitiger Student-t Test) 

 

A B 



   Seite | 79 

Betrachtet man die Frequenz der Antigen-spezifischen T-Zellen in Patienten mit CRC und in 

gesunden Spendern (Abb. 17A), ist zu erkennen, dass die Anzahl der spezifischen T-Zellen bei 

Patienten stark schwankt. Ein genauerer Blick darauf und der Vergleich mit Analysen unseres 

Labors mit bereits seit längerem bekannten tumorassoziierten Antigenen wie p53, Mage-3 

und Survivin zeigt, dass es signifikant mehr spezifische T-Zellen gibt, die gegen die neu 

identifizierten Antigene reagieren (Abb. 17B). Diese neuen Antigene scheinen somit nicht 

nur in einer Vielzahl von CRC-Patienten eine Rolle zu spielen, sondern sie sind auch in der 

Lage, stärkere Immunantworten auszulösen. 

 

4.2 Auswirkung von Mutationen auf die T-Zell-Reaktivität 

Die Erkennung von Krebszellen durch T-Zellen im Körper basiert auf der Unterscheidung von 

Peptiden, die auf MHC-Molekülen präsentiert werden. Um Autoimmunkrankheiten zu 

verhindern, werden die T-Zellen in ihrer Entwicklung im Thymus gegen körpereigene Peptide 

negativ-selektioniert (Wilson et al. 1976). Dies führt dazu, dass sie körpereigene Wildtyp-

Peptide bestenfalls mit geringer Affinität binden können, und somit Krebszellen nur dann 

erkennen wenn Wildtyp-Peptide überexprimiert werden und somit die Avidität steigt. 

Anders verhält es sich bei Sequenzen, die während der Entwicklung der T-Zellen nicht 

vorhanden waren, wie Peptide von Viren oder aber mutierte körpereigene Proteine. Solche 

Proteine mit veränderter Sequenz entstehen über die Dauer der Entwicklung von Tumoren. 

Über die Jahre sammeln sich über einhundert Mutationen an (Bozic et al. 2010), was letztlich 

dazu führen kann, dass T-Zellen die Tumorzelle als Ziel erkennen.  

 

4.2.1 T-Zell-Antworten gegen mutierte Antigene 

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von bekannten Mutationen des kolorektalen Karzinoms 

bei der T-Zell-Reaktivität zu untersuchen. Dazu wurden Peptide aus sogenannten Hot-Spot- 

Regionen von p53, Kras und B-raf verwendet. In diesen Regionen kommen Mutationen mit 

größerer Häufigkeit vor. Es wurden Peptide aus je einem Exon von Kras und B-raf, sowie aus 

drei Exons von p53 verwendet, welche die am häufigsten vorkommenden, bekannten 

Mutationen trugen (Brosh und Rotter 2009). Zur Kontrolle wurden die korrespondierenden 

Wildtyp-Sequenzen eingesetzt. In ELISpot-Analysen mit Zellen von 26 Patienten mit 
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kolorektalem Karzinom wurde mit Hilfe dieser Peptide die Interferon-γ Antwort von T-Zellen 

gemessen.  

In Abbildung 18A ist ein exemplarisches Ergebnis mit T-Zellen aus dem peripheren Blut von 

Patient 1622 zu sehen. Zwei Peptide mit mutierten Sequenzen von p53 (R175H, R248Q) 

führten zu einer signifikant stärkeren T-Zell-Reaktion als die zugehörigen Wildtyp-Peptide.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Auch die Peptide mit den Mutationen in der Region um die Aminosäure-Positionen 270-280 

sind gegenüber der Kontrolle stark erhöht, jedoch ist die Antwort beim korrespondierenden 

Abbildung 18 

Interferon-γ-Antworten von T-Zellen, die aus peripheren Blut (A) oder Knochenmark (B) 

von Patient 1622 isoliert wurden. Die Anzahl reaktiver T-Zellen (Spots) pro 7,5x104 T-Zellen 

wurde gemessen. Rote Säulen markieren Peptide mit mutierten Sequenzen, schwarze 

Säulen rechts daneben markieren die korrespondierenden Wildtyp-Peptide. 

*** P < 0,0005; ** P < 0,005; * P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 
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Wildtyp-Peptid noch höher. Somit ist nicht sicher, ob es sich um eine Antwort gegen die 

Mutation oder die Wildtyp-Anteile im Peptid handelt. Ähnlich verhält es sich bei den B-raf-

Peptiden. Auch hier ist das Peptid mit der mutierten Sequenz gegenüber der Kontrolle 

erhöht, jedoch nicht signifikant höher als das Wildtyp-Peptid. Außerdem ist auch das Kras-

Wildtyp-Peptid signifikant positiv. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19 

Kumulierte Interferon-γ-Antworten von T-Zellen, die aus peripheren Blut (A) oder 

Knochenmark (B) isoliert wurden. Rote Säulen zeigen den Anteil der Patienten, bei denen 

Peptide mit mutierten Sequenzen signifikant höhere Antworten erzeugten als die Wildtyp-

Sequenzen und die Negativ-Kontrolle. Die schwarzen Säulen zeigen den Anteil der 

Patienten, deren T-Zellen signifikant auf Wildtyp-Antigene reagiert haben.  

A 

B 



   Seite | 82 

Bemerkenswerterweise zeigen T-Zellen aus dem Knochenmark des gleichen Patienten (Abb. 

18B) sehr ähnliche Reaktivitäten. Die meisten Peptide zeigen eine vergleichbare Antwort. 

Lediglich das Kras-Peptid ist im Gegensatz zum ELISpot mit T-Zellen aus dem Blut nicht 

signifikant höher als die Kontrolle. Außerdem ist ein weiteres mutiertes Peptid von p53 

signifikant positiv: R248W ist sowohl stärker als die Negativ-Kontrolle als auch stärker als das 

zugehörige Wildtyp-Peptid. 

 

Die kumulierten Daten von 26 Patienten (Abb. 19) zeigen, dass es gegen jedes der 

verwendeten Peptide mit mutierten Sequenzen T-Zell-Antworten gibt, die sowohl signifikant 

höher als die Wildtyp-Antwort war, als auch signifikant höher als die Negativ-Kontrolle. 

Sowohl mit T-Zellen aus dem peripheren Blut (Abb. 19A) als auch mit Zellen aus dem 

Knochenmark (Abb. 19B) löst das Peptid R175H mit Abstand am häufigsten eine signifikante 

T-Zell-Reaktion bei den Patienten aus. Auch das Peptid R248Q löst mit T-Zellen aus dem Blut 

in 13 % und mit T-Zellen aus dem Knochenmark in 15 % der Patienten eine signifikante 

Antwort aus. Für Knochenmarks-T-Zellen gilt dasselbe wie für das p53-Peptid R248W und 

das Kras-Peptid G12D. Die Wildtyp-Peptide von p53, Kras und B-raf lösen in 40-55 % der 

Patienten signifikante T-Zell-Reaktionen aus.  

 

Betrachtet man die Frequenzen der antigenspezifischen T-Zellen, finden sich eine höhere 

Anzahl reaktiver T-Zellen im peripheren Blut als im Knochenmark (Abb. 20A). Bereits hier ist 

zu erkennen, dass die Anzahl der T-Zellen, die gegen mutierte Antigene gerichtet sind (rote 

Punkte), höher ist als gegen Wildtyp-Peptide. Ein direkter Vergleich der Frequenzen (Abb. 

20B) beweist, dass tatsächlich mehr T-Zellen im Körper der Patienten vorkommen, die 

spezifisch für mutierte Peptide sind. 
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4.2.2 Mutationsanalyse von Patienten mit kolorektalem Karzinom 

Um einen besseren Einblick in die physiologisch bedeutsame Rolle von Mutationen bei der T-

Zell-Antwort gegen Tumore zu bekommen, wurde eine Sequenzanalyse bei 24 der 26 

Patienten durchgeführt, die bereits im ELISpot auf ihre Reaktivität getestet wurden. Die 

Analyse umfasste die gleichen Hot-Spot-Bereiche, von denen die mutierten Peptide 

abgeleitet wurden (3 Exons von p53, je 1 Exon von B-raf und Kras). Aufgrund der begrenzten 

Verfügbarkeit von Gewebe konnte nur bei einigen Patienten sowohl Tumor als auch 

Metastase untersucht werden. Die detaillierten Ergebnisse finden sich im Anhang. 

Bei 20 der 24 Patienten wurde mindestens eine Mutation im untersuchten Bereich gefunden, 

was einer Rate von 83,3 % entspricht. Darunter waren 23 verschiedene Punktmutationen, 

die alle zu einer veränderten Aminosäuresequenz im Protein führten. Bei vier der Patienten 

führte diese Punktmutation zu einem Stop-Codon im p53-Gen und somit zu einem nicht 

funktionalen Protein. Ein weiterer Patient besaß eine Mutation an einer Splice-Donorstelle, 

Abbildung 20 

Die Frequenz antigenspezifischer T-Zellen aus peripherem Blut oder Knochenmark (A) und 

die Frequenzen im Vergleich gegen Wildtyp- und mutierte Antigene (B). Jeder Punkt in der 

Grafik entspricht der Anzahl spezifischer T-Zellen je 7,5x104 T-Zellen. Rote Punkte markieren 

Antworten gegen mutierte Antigene, schwarze Punkte gegen Wildtyp-Antigene. 

** P < 0,005; * P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 
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was wohl ebenfalls zu einem Abbruch der p53-Synthese führt. Insgesamt hatten 18 

Patienten (75 %) mindestens eine Mutation in einem der drei p53-Exons. Bei Kras lag die 

Mutationshäufigkeit im ersten Exon bei 29,2 % (sieben Patienten). Nur bei B-raf konnte 

keine Mutation im untersuchten Exon gefunden werden. Interessanterweise wurde bei 

einem Patienten, Patient 1678, bei dem sowohl Gewebe vom Primärtumor als auch von der 

Metastase untersucht werden konnte, eine komplexe Verteilung von Mutationen entdeckt. 

So wurden im Primärtumor drei Mutationen in p53 gefunden: R180C, G244D und G278E. In 

der Lebermetastase fand sich hingegen nur die Mutation R180C. Die Sequenz an den Stellen 

G244 und G278 entsprach dem Wildtyp. Zusätzlich hatte die Metastase jedoch eine weitere 

Mutation im Kras-Gen: G12D. Diese kam wiederum im Primärtumor nicht vor. Dies weist 

darauf hin, dass sich Zellen vom Primärtumor lösten, als nur die Mutation R180C vorhanden 

war. Später bildete eine dieser Zellen die Lebermetastase, die eine weitere Mutation im 

Kras-Gen entwickelte, während der Primärtumor seinerseits ebenfalls weitere Mutationen, 

im p53-Gen, erwarb. Nur bei drei weiteren Patienten konnte Tumor- und Metastasen-

Gewebe sequenziell untersucht werden. Alle drei wiesen in beiden Geweben die gleichen 

Mutationen auf. Bei einem Patienten wurden zwei verschiedene Lebermetastasen 

untersucht, die ebenfalls die gleiche Mutationssignatur trugen. 

Ein letzter und wichtiger Aspekt der Sequenzanalyse war, herauszufinden, wie viele der 

Patienten eine Mutation trugen, die bereits in den ELISpot-Analysen untersucht worden 

waren. Tatsächlich hatte mehr als die Hälfte der 20 Patienten (55 %), welche Mutationen in 

diesem Bereich aufwiesen, eine Mutation, die bereits im ELISpot getestet worden war. Für 

diese Patienten wurde nun untersucht, wie stark die im ELISpot gemessenen T-Zell-

Reaktivitäten mit den Daten aus der Sequenzanalyse zusammenhängen. 

 

4.2.3 Korrelation der Sequenzanalyse mit den ELISpot Ergebnissen 

Für die folgende Betrachtung bietet sich die Einteilung der Patienten in zwei Gruppen an. Zur 

ersten Gruppe zählen Patienten, bei denen die Sequenzanalyse eine ELISpot-relevante 

Mutation nachgewiesen hat. Die zweite Gruppe besteht hingegen aus Patienten, bei denen 

eine solche Mutation nicht nachgewiesen werden konnte.  
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Es zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen. In Gruppe 1, in welcher die 

Patienten eine ELISpot-relevante Mutation besitzen, reagieren fast die Hälfte (45,5 %) im 

ELISpot sowohl auf das mutierte Peptid als auch auf das zugehörige Peptid mit der 

Wildtypsequenz (Abb. 21). Kein Patient aus dieser Gruppe reagiert hingegen nur auf das 

Wildtyp-Peptid. In Gruppe 2 zeigt sich hingegen kein großer Unterschied. Jeweils knapp ein 

Fünftel der Patienten (19,7 % und 18,7 %) sind doppelt positiv gegen mutiertes Peptid und 

Wildtyp-Peptid oder einfach positiv gegenüber dem Wildtyp-Peptid. 

Dies könnte bedeuten, dass bei einer vorliegenden Mutation, die Reaktion der T-Zellen zwar 

gegen das mutierte Peptid gerichtet ist, aber sich auch auf das Wildtyp-Peptid ausweiten 

kann, was damit zu einer verstärkten Immunreaktion gegen den Tumor führt.  

In Gruppe 1 reagierten zusätzlich 18,2 % der Patienten ausschließlich auf das mutierte Peptid. 

Dies führt zu einer Reaktionsrate gegen den Tumor von insgesamt 63,7 % der Patienten (Abb. 

22). In Gruppe 2, in der die Patienten keine nachgewiesene Mutation besitzen, lag die 

Gesamtrate im ELISpot bei 36,3 % (Abb.22).  

Abbildung 21 

ELISpot-Reaktivität von Patienten mit nachgewiesener Mutation (Gruppe 1) und nicht 

nachgewiesener Mutation (Gruppe 2). Es ist jeweils die Reaktion gegen das individuelle 

mutierte Peptid und das zugehörige Wildtyp-Peptid dargestellt, sowie die Reaktivität nur 

gegen das Wildtyp-Peptid.   
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Interessant ist auch die Beobachtung, dass bei Gruppe 1 entweder immer eine Reaktion 

gegen das mutierte Peptid vorlag, oder aber gar keine Reaktion im ELISpot messbar war, 

auch nicht gegen Wildtyp-Peptide. 

 

 

  

Abbildung 22 

T-Zell-Reaktivitäten im ELISpot. 

Vergleich der reaktiven Patienten 

bei Vorliegen einer nachgewiesenen 

Mutation (Gruppe 1) mit den 

Ergebnissen bei keiner bestätigten 

Mutation (Gruppe 2). Dunkelrot 

markiert sind doppelt positive 

Ergebnisse, d.h. Reaktivitäten die 

sowohl auf das mutierte Peptid als 

auch auf das Wildtyp-Peptid 

gerichtet war. Hellrot ist der Anteil 

der Patienten, die nur für das 

mutierte Peptid signifikant positiv 

waren. 
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5 Diskussion 

Die spezifische Immuntherapie verspricht für die Zukunft eine spürbare Verbesserung der 

Überlebenschancen und eine Zunahme der Behandlungserfolge bei Patienten mit 

kolorektalem Karzinom (Khazaie et al. 2009). Die konventionellen Therapien stoßen bei der 

Behandlung bereits heute häufig an ihre Grenzen. Dies ist besonders bei fortgeschrittenen 

Tumorstadien der Fall. Beispielsweise können nur 20 % aller Patienten mit kolorektalen 

Lebermetastasen überhaupt mit einem therapeutischen Ansatz operativ behandelt werden 

(Lorenz et al. 2000). Die aktive spezifische Immuntherapie hingegen ist schon heute die 

effektivste Behandlungsoption bei Patienten mit vermutetem, minimal zurückbleibendem 

kolorektalem Karzinom (Rao et al. 2011). Unter den aktiven spezifischen Immuntherapien 

bieten beim kolorektalen Karzinom Peptid-Vakzinierungen den höchsten klinischen Nutzen 

(clinical benefit rate, CBR) (Rao et al. 2011). Die Hoffnung auf noch deutlich größere 

Behandlungserfolge beruht darauf, dass T-Zellen potentiell in der Lage sind, auch einzelne 

Zellen wie zurückgebliebene Krebsstammzellen, zirkulierende Tumorzellen oder 

Mikrometastasen im Körper aufzuspüren und zu vernichten. Die Grundlage der T-Zell-

Erkennung von Tumorzellen sind tumorassoziierte Antigene. Dadurch ist die wichtigste 

Variable einer Immuntherapie, die jeweils passenden TAA für jeden einzelnen Patienten zu 

identifizieren und einzusetzen. Dabei spielt es keine Rolle, ob diese TAA zukünftig für das 

Monitoring der Krebserkrankung, für eine Peptid-Vakzinierung mit oder ohne Dendritische 

Zellen, die Stimulation von autologen T-Zellen für einen adoptiven Transfer oder, davon 

abgeleitet, als RNA- oder DNA-Impfung eingesetzt werden sollen. 

Grundsätzlich sollte in dieser Arbeit untersucht werden, welche tumorassoziierten Antigene 

tatsächlich physiologische Relevanz für die anti-Tumor Antwort besitzen. Eine Phase-I-Studie 

mit autologen Tumorzellen hatte gezeigt, dass TAAs eine wichtige Rolle für die 

Immunantwort spielen, aber die Frage offen gelassen, welche Antigene hauptsächlich für die 

T-Zell-Reaktion verantwortlich waren. Um die diese TAA zu identifizieren, wurde eine 

systematische Analyse durchgeführt. Dafür wurde das Proteom einzelner Primärtumore 

sowie des Primärtumors und der Lebermetastase eines einzelnen Patienten aufgetrennt und 

die Fraktionen auf die Fähigkeit hin untersucht, spontane Memory-T-Zell-Antworten 

auslösen zu können. Dabei wurde die Existenz von 21 bisher nicht bekannten 
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tumorassoziierten Antigenen belegt und außerdem interessante patientenindividuelle 

Unterschiede aufgedeckt, wodurch sich wichtige Implikationen für zukünftige 

Immuntherapien ableiten lassen. Außerdem wurde der Einfluss von Mutationen auf die 

Immunantwort untersucht und gezeigt, dass Mutationen zu stärkeren Immunantworten 

führen können.  

 

5.1 Analyse der Zielstrukturen spontaner T-Zell-Antworten von 

Patienten mit kolorektalem Karzinom 

Eine der spannendsten Fragen, die sich in den letzten Jahren im Zusammenhang mit der 

spezifischen Immuntherapie entwickelt hat, ist die der personalisierten Medizin (de Bono 

und Ashworth 2010; Haber et al. 2011). Diese umfasst zwei wichtige Aspekte: zum einen 

bedeutet personalisierte Krebsmedizin die umfassende Analyse der biologischen 

Charakteristika der Tumorerkrankung jedes einzelnen Patienten (Wistuba et al. 2011). Zum 

anderen bedeutet personalisierte Medizin aber auch, über verlässliche Diagnostik 

festzustellen, welche Subgruppen von Krebspatienten am meisten von einer bestimmten 

Behandlung profitieren werden (Wistuba et al. 2011). Neuere Krebsmedikamente, wie 

Panitumumab oder Cetuximab, setzten bereits beide Aspekte personalisierter Medizin 

voraus, da diese therapeutischen Antikörper nur bei Patienten ihre Wirkung entfalten 

können, bei deren Tumor das Signalprotein Kras noch im Wildtyp-Zustand vorliegt (Amado et 

al. 2008). Hier zeigen sich allerdings auch schon die Schwierigkeiten, die bei einer 

personalisierten Tumortherapie auftreten und zu beachten sind. Denn einerseits zeigen 

Tumore eine grundlegende Gemeinsamkeit, nämlich die Erlangung bestimmter 

Eigenschaften, wie unbegrenztes Wachstum oder Resistenz gegenüber Aptoptose (Hanahan 

und Weinberg 2011; De Palma und Hanahan 2012). Andererseits zeichnen sich Tumore aber 

auch durch eine starke Heterogenität auf mehreren Ebenen aus, was von Meric-Bernstam 

und Mills kürzlich gut zusammengefasst wurde (Meric-Bernstam und Mills 2012). So gleichen 

sich zwar kolorektale Tumore verschiedener Patienten häufig histologisch, aber sie 

unterscheiden sich dennoch in ihrer molekularen Struktur und ihrem malignen Potential 

(Perou et al. 2000; Sørlie et al. 2001).  
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Auch innerhalb eines Patienten zeigt sich die Heterogenität beispielsweise zwischen dem 

Primärtumor und Metastasen in der Leber (Meric-Bernstam und Mills 2012). Allein die 

Wandlung der Zellen in der epidermalen-mesenchymalen-Transition (EMT), der Migration als 

zirkulierende Tumorzellen (CTC) und die Etablierung im neuen Organ führen dazu, dass sich 

die Tumorzellen der Metastase von den Zellen in Primärtumor unterscheiden. 

Bemerkenswerterweise können Zellen der Metastase sogar wieder Wildtyp-Proteine 

exprimieren, die im Primärtumor durch Mutation nicht mehr exprimiert werden konnten 

(Dupont Jensen et al. 2011; Gonzalez-Angulo et al. 2011; Navin et al. 2011). 

Doch auch im Primärtumor selbst herrscht eine Heterogenität vor. Nur ein kleiner Teil der 

Zellen, die Krebsstammzellen, haben das Potential zur Selbsterneuerung und die Fähigkeit 

weitere Tumore zu initiieren (Wicha et al. 2006). Die restlichen Tumorzellen unterschieden 

sich, als Subklone, ebenfalls untereinander in ihrem Differenzierungsstatus oder ihrem 

proliferativen Potential (Navin et al. 2011).  

Diese Heterogenität macht die Nutzung von tumorassoziierten Antigenen für die anti-

Krebstherapie als personalisierte Medizin noch wichtiger, und erfordert die Identifikation der 

passgenauen Antigene.  

 

Die einfachste Möglichkeit, die relevanten Tumorantigene zur Impfung zu verwenden, 

besteht in der Nutzung von autologen Tumorzellen oder Tumorlysat. Bei der Anwendung der 

autologen Tumorzell-Vakzine bei Patienten mit kolorektalem Karzinom in unserer Phase-I-

Studie zeigt das Immunmonitoring eine starke Induktion der T-Zell-Antwort nach jeder 

einzelnen Impfung (Abb. 1 und Abb. 24A im Anhang). Speziell nach der allerersten Impfung 

steigt die Zahl antigenspezifischer T-Zellen im peripheren Blut der Patienten deutlich an (Abb. 

24B im Anhang).  

Zwar zeigen ähnliche Studien, die ebenfalls NDV-infizierte autologe Tumorzellen verwenden, 

dass sich allein dadurch ein erhöhtes tumorfreies Überleben, verbesserte 2-

Jahresüberlebensraten und ein verlängertes, metastasenfreies Überleben erreichen lässt 

(Lehner et al. 1990), (Hagmuller et al. 1995), (Schulze et al. 2009) und außerdem dadurch 

eine starke Immunantwort gegen den Tumor ausgelöst wird (Aigner et al. 2008). Die Frage 

bleibt aber, genau gegen welche Strukturen die hauptsächliche T-Zell-Antwort gerichtet ist. 
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Unsere Experimente zeigen, dass die Reaktion gegen bestimmte Peptide von 

tumorassoziierten Antigenen stärker ist, als die Reaktion gegen das Tumorlysat (Abb. 1 und 

Abb. 26). Dazu reagieren manche Patienten auf bestimmte TAA sehr stark, aber auf andere 

TAA schwach oder gar nicht, wie Patient 1630 gegen Mage-3 oder Patient 1678 gegen Her2-

neu (Abb. 26).  

Um die bestmögliche anti-Tumorantwort zu erreichen, ist deshalb eine systematische 

Analyse des Proteoms notwendig, um die relevanten Antigene für eine personalisierte 

Behandlung zu identifizieren. 

 

5.1.1 Die differentielle Erkennung von tumorassoziierten Antigenen 

Bei der systematischen Analyse wurden zuerst die kolorektalen Primärtumore von zwei 

Patienten untersucht. Dabei wurde das Tumorlysat jeweils in verschiedene Fraktionen 

aufgeteilt und T-Zellen aus dem peripheren Blut auf ihre Reaktion gegen diese Fraktionen 

getestet.  

Ein Vergleich der beiden Patienten zeigt bereits bei der T-Zell-Antwort gegen die Fraktionen 

der ersten Dimension (Abb. 3), dass die T-Zell-Reaktionen gegen unterschiedliche Proteine 

gerichtet sein müssen. In der reaktiven Fraktion 10 von Patient 2241 (Abb. 3A) befinden sich 

Proteine mit einem isoelektrischen Punkt um pH 7,9. Die erste Reaktion bei Patient 2295 ist 

bei Fraktion 15 zu sehen (Abb. 3B), was einem isoelektrischen Punkt um pH 6,4 entspricht. 

Analog dazu reagieren die T-Zellen von Patient 2295 auch gegen Fraktion 22 bei einem pH 

von 4,3. Bei Patient 2241 ist dagegen unter pH 5,8 keine Reaktion mehr zu sehen. Dies 

deutet bereits auf eine Erkennung von individuellen tumorassoziierten Antigenen (TAA) bei 

diesen beiden Patienten hin.  

Durch diese Unterschiede bereits in der ersten Dimension ist die zweite Dimension unter 

den Patienten nicht mehr vergleichbar. Als Konsequenz daraus zeigt sich auch bereits bei 

den potentiellen Antigenen (Tab. 1 und Tab. 3) keine Überlappung. So sind dann auch die, 

mit synthetischen Peptiden verifizierten, neuen TAA zwischen den Patienten verschieden 

(Tab. 2 und Tab. 4).  
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Diese Ergebnisse zeigen, wie wichtig eine personalisierte Immuntherapie ist. Obwohl beide 

Patienten an kolorektalem Karzinom im gleichen Stadium erkrankt sind, reagieren die T-

Zellen dennoch auf komplett unterschiedliche tumorassoziierte Antigene. Eine Therapie, die 

nur auf die häufigsten Antigene setzt, wird deshalb nur schwer bei einer Mehrzahl der 

Patienten eine starke Immunreaktion induzieren können. 

Ein noch detaillierteres Bild erhält man, wenn auch die Ergebnisse des dritten Patienten, 

2215, betrachtet werden. Bei diesem war es uns möglich, sowohl den Primärtumor als auch 

die Lebermetastase auf reaktive Fraktionen hin zu testen und damit die Frage nach der 

differentiellen Reaktivität auch auf eine Heterogenität von Primärtumor und Fernmetastase 

zu untersuchen. Hier zeigt bereits die erste Dimension (Abb. 7) an, dass aus Primärtumor 

und Metastase unterschiedliche Proteine erkannt werden, da beim Primärtumor eine 

Fraktion im Bereich von pH 8,5 erkannt wird und bei der Metastase nicht. Nach der zweiten 

Dimension wird dies nochmals deutlicher (Abb. 8). Dennoch zeigt der Vergleich des 

Primärtumors mit den Ergebnissen der ersten zwei Patienten, dass hier Fraktionen aus dem 

gleichen pH-Bereich (Fraktion 17 bzw. Fraktion 16) wie bei Patient 2241 und Patient 2295 

erkannt werden (Vergleiche Abb. 3A, 5A und 7B). Dadurch wurden bei Patient 2215 auch 

einige Proteine in der massenspektrometrischen Analyse identifiziert, die bereits bei Patient 

2241 entdeckt wurden, beispielsweise Caspase 14 und Plakoglobin (Vergleiche Tabelle 1 und 

Tabelle 5). Bei der Verifizierung mit synthetischen Peptiden wurden diese Antigene jedoch 

nur von T-Zellen jeweils eines der Patienten erkannt (Vergleiche Abb. 4 und Abb. 10).  

Der Vergleich von T-Zell-Antworten gegen den Primärtumor und die Metastase eines 

Patienten zeigt damit, dass es in späten Stadien vermutlich nicht ausreicht, nur den 

Primärtumor für die Auswahl geeigneter tumorassoziierter Antigene zu analysieren. 

Vielmehr müsste die gesamte Tumorerkrankung betrachtet werden um sicher zu stellen, 

dass eine breite Immunreaktion eingeleitet werden kann. 

 

5.1.2 Die physiologische Bedeutung der neuen tumorassoziierten Antigene 

Ein genauerer Blick auf die 21 neu identifizierten tumorassoziierte Antigene zeigt, dass sich 

darunter interessanterweise keine bereits bekannten TAA des kolorektalen Karzinoms wie 

EpCAM (Nagorsen et al. 2000), MUC (Bohm et al. 1998) oder p53 (Umano et al. 2001) 
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befinden. Dadurch stellt sich natürlich die Frage, welche Aufgabe diese neu entdeckten 

Antigene im Tumor erfüllen und ob sie möglicherweise auch eine aktive Rolle bei der 

Tumorprogression spielen. Eine erste Analyse zeigt, dass die neuen TAA bereits in ihrer 

subzellulären Expression sehr heterogen sind, was durch eine Datenbank-Analyse (Abb. 11) 

ebenso wie durch die immunhistologische Färbung einiger TAA deutlich wird (Abb. 12). 

Außerdem ist der Großteil der neuen TAA auch in vielen verschiedenen Geweben exprimiert 

(Abb. 13A) und kann durch seine Funktionen entweder als tumorfördernd oder 

tumorsuppressiv bezeichnet werden – nur ein kleinerer Teil der Proteine hat Funktionen bei 

der Regulation des Immunsystems (Abb. 14). Eine detaillierte Übersicht über die bekannten 

Funktionen aller Proteine findet sich im Anhang (Abschnitt 6.2).  

Die interessanteste physiologische Verbindung zum potentiellen Beitrag der TAA zur 

Tumorprogression lieferte aber die Genexpressionsanalyse von Krebsstammzellen. Hier ist 

zu erkennen, dass vier der neuen tumorassoziierten Antigene eine erhöhte Expression auf 

tumorinitiierenden Zellen (TIC) oder sogar (stark) metastasierenden TIC zeigen. Dies sind 

BUB3, die Elongationsfaktoren 1-alpha und 1-gamma sowie Annexin A2 (Tab. 7).  

BUB3 kann in seiner Wildtyp-Form als Tumorsuppressor wirken. Es ist Bestandteil des SAC-

Komplexes (spindle assembly checkpoint), der in der Zelle während der Zellteilung die 

korrekte Ausbildung des Spindelapparats überwacht (Tomasini et al. 2009). BUB3 wird dabei 

für das korrekte Anheften der Microtubuli an die Kinetochore benötigt (Logarinho et al. 

2008). Kommt es nicht zu einem korrekten Anheften der Mirkotubuli oder treten sonstige 

Fehler beim Segregieren der Chromosomen auf, wirkt BUB3 als Mediator, der den Caspase-

unabhängigen mitotischen Zelltod (CIMD) einleitet (Niikura et al. 2010).  

Auf den ersten Blick mag eine erhöhte Expression von BUB3 in tumorinitiierenden Zellen 

daher überraschen, jedoch ist auch der bekannteste Tumorsuppressor, p53, in 

verschiedenen Tumorarten überexprimiert, darunter auch beim kolorektalen Karzinom 

(Nasif et al. 2006; Rossner et al. 2009). Diese Überexpression von p53 im kolorektalen 

Karzinom ist mit bestimmten Mutationen assoziiert (Lee et al. 2006) und hat auch 

Implikationen auf die Prognose (Diez et al. 2000; Nasif et al. 2006; Lan et al. 2007). Ähnlich 

könnte es sich bei BUB3 verhalten. Womöglich ist BUB3 durch seine Funktion bei der 

Anheftung der Mikrotubuli während der Zellteilung essentiell für die proliferierenden TIC. 

Deshalb könnten sich Zellen durchsetzen, die im Zytoplasma hohe Mengen mutiertes BUB3 
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aufweisen, welches noch alle Funktionen für die Zellteilung erfüllt, jedoch seine Funktion als 

Mediator des Zelltods verloren hat. 

Den Elongationsfaktoren 1-alpha und 1-gamma und Annexin A2 hingegen wird onkogenes 

Potential zugeschrieben. Der eukaryotische Translation-Elongationsfaktor 1 (EF1) besteht 

neben EF1-alpha und EF1-gamma aus zwei weiteren Untereinheiten. Der Komplex spielt eine 

Schlüsselrolle bei der Proteintranslation (Abbott und Proud 2004). EF1-alpha ist die am 

besten charakterisierte Untereinheit, über die Untereinheit EF1-gamma ist dagegen deutlich 

weniger bekannt. EF1-alpha spielt unter anderem eine Rolle bei Apoptose und 

Zellproliferation. So schützt eine Überexpression von EF1-alpha vor Caspasen-induzierter 

Apoptose und das Fehlen von EF1-alpha führt zu erhöhter Apoptose (Potter et al. 1998). Des 

Weiteren schützt es vor Apoptose nach Interleukin-3-Entzug (Talapatra et al. 2002) und die 

Überexpression führt zu einer Resistenz gegenüber Cisplatin in humanen Zelllinien von Kopf-

Hals-Karzinomen (Johnsson et al. 2000). Diese Eigenschaften passen zur Entdeckung, dass 

EF1-alpha in TIC höher exprimiert ist als in Primärtumoren (Tab. 7). Die Menge an EF1-alpha 

im Zytoplasma korreliert außerdem direkt mit der Zellzyklus-Rate (Cavallius et al. 1986; 

Duttaroy et al. 1998; Grassi et al. 2007), was erklären könnte, dass es auch in stark 

metastasierenden TIC höher exprimiert wird (Tab. 7). Auch frühere Studien haben gezeigt, 

dass es in kolorektalen Karzinomen häufig überexprimiert ist (Schlegel et al. 1995).  

Auch Annexin A2 ist in vielen Tumorarten, wie Brust-, Leber-, Prostata- und 

Pankreaskarzinom, hochreguliert (Vishwanatha et al. 1993; Sharma et al. 2006; Mohammad 

et al. 2008; Inokuchi et al. 2009). Auch beim kolorektalen Karzinom ist Annexin A2 

überexprimiert und korreliert mit einer erhöhten Tumorstufe (Duncan et al. 2008). In 

mehreren Tumorarten, darunter auch bei kolorektalen Karzinomen wurde gezeigt, dass 

Annexin A2 im Zusammenspiel mit weiteren Proteinen an der Zellmembran co-lokalisiert ist 

und zu einem Abbau der extrazellulären Matrix beiträgt (Puisieux et al. 1996; Mai et al. 2000; 

Lokman et al. 2011). Dies führt auch zu einer erhöhten Invasionsfähigkeit (Ohno et al. 2009; 

Zheng et al. 2011). 

Die Erkenntnis, dass einige der neu entdeckten tumorassoziierten Antigene speziell auf 

Krebsstammzellen und stark metastasierenden tumorinitiierenden Zellen vorkommen, lässt 

für eine Immuntherapie mit diesen Antigenen ein hohes Potential vermuten. Wenn es 

gelingt, beispielsweise nach einer operativen Resektion des Hauptteils des Tumors, durch 
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eine T-Zell-Therapie die verbliebenen tumorinitiierenden Krebsstammzellen zu vernichten, 

dürfte daraus eine sehr gute Prognose und möglicherweise die finale Zerstörung des Tumors 

resultieren. 

Jedes der 21 neu identifizierten Proteine besitzt zelluläre Funktionen, die generell für 

Tumorerkrankungen von Bedeutung sein könnten und über eine individuelle Rolle bei 

Patienten mit kolorektalem Karzinom hinausgeht. Die ersten Versuche haben dennoch keine 

überlappende Reaktivität für eines der Antigene festgestellt. Dies könnte auf die geringe 

Probengröße von drei Patienten zurückzuführen sein, denn es wurde schon mehrmals 

gezeigt, dass viele Patienten der gleichen Tumorart spontane T-Zell-Antworten gegen 

definierte Antigene besitzen (Beckhove et al. 2004; Koch et al. 2006; Melief und van der Burg 

2008; Bonertz et al. 2009). 

Die weiteren Analysen zeigen dann, dass andere Patienten mit kolorektalem Karzinom 

ebenfalls über Memory-T-Zellen verfügen, die spontane Immunreaktionen gegen die neuen 

TAA induzieren können (Abb. 16). Interessanterweise ist der Anteil reaktiver Patienten bei 

einigen TAA sehr hoch. So führen Caspase 14 und der Elongationsfaktor 1 gamma (EF1 

gamma) bei über 45 % der untersuchten Patienten zu einer signifikanten T-Zell-Antwort. 

Diese Ergebnisse liegen höher als bei früheren Analysen unseres Labors mit bekannten 

Antigenen (Abb. 16). Nur mit isolierten CD8+ T-Zellen konnten ähnliche Ergebnisse erzielt 

werden (Bonertz et al. 2009). Im Blut der Patienten finden wir außerdem hohe Frequenzen 

von Memory-T-Zellen, welche spezifisch auf die neu identifizierten Antigene reagieren (Abb. 

17B). Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die neuen tumorassoziierten Antigene ein 

hohes immunogenes Potential besitzen und in zukünftigen Therapien sinnvoll eingesetzt 

werden könnten. Ein Aspekt wurde bisher jedoch vollkommen außer Acht gelassen: der 

individuelle Mutationsstatus der Tumore. 

 

5.2 Auswirkung von Mutationen auf die T-Zell-Reaktivität 

Die Erkennung von Tumorzellen durch T-Zellen basiert auf vielfältigen Mechanismen, wie 

beispielsweise Überexpression oder der veränderten Glykosylierung von Proteinen. Am 

eindeutigsten unterscheiden sich Tumorzellen von gesunden Körperzellen jedoch durch 

Mutationen. Mutierte Antigene besitzen unter den Selbstantigenen vermutlich auch das 
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höchste immunogene Potential, da T-Zellen mit einer hohen Rezeptor-Affinität gegen solche 

Peptide nicht während der Entwicklung im Thymus negativ selektioniert werden. Die 

physiologische Rolle von Mutationen für die anti-Tumor-Antwort ist trotz ihrer Bedeutung 

bisher wenig untersucht worden. In unseren Versuchen analysierten wir daher die 

spontanen T-Zell-Antworten von Patienten mit kolorektalem Karzinom gegen Peptide mit 

den häufigsten Mutationen von p53, Kras und B-raf und verglichen diese mit den tatsächlich 

im Gewebe vorkommenden Mutationen. 

Die Proteine p53, Kras und B-raf spielen beim kolorektalen Karzinom eine wichtige Rolle 

(Ogino et al. 2011; Lopez et al. 2012). So ist p53, der „Wächter des Genoms“, bei 54,5 % der 

kolorektalen Tumor-Patienten mutiert (Lopez et al. 2012). Unsere Peptide wurden nach den 

am häufigsten auftretenden Mutationen ausgewählt, die fast ausschließlich in sogenannten 

Hot Spot-Bereichen auftreten, die für die Bindung von p53 an die DNA verantwortlich sind 

(Brosh und Rotter 2009). Kras ist in kolorektalen Tumoren bei 52,5 % der Patienten mutiert, 

wovon bei 42,3 % „aktivierende Mutationen“ vorlagen (Yen et al. 2010). Bei dieser GTPase 

verwendeten wir deshalb Peptide, welche Mutationen an den Aminosäurepositionen G12 

und G13 tragen. Veränderungen von Kras an diesen Stellen verhindert die Hydrolyse von 

gebundenem GTP und sorgt so dafür, das Kras konstitutiv aktiv ist (Boguski und McCormick 

1993). Die häufigsten Mutationen in gastrointestinalen Tumoren führen zu einem G12D 

Phänotyp (44,4 %), gefolgt von G12V (22,2 %), G12S (14,8 %) und G12C (3,8 %) (Ugorcakova 

et al. 2012). Bei B-raf wurde die bekannteste Mutation V600E verwendet. Diese 

Veränderung an der enzymatisch aktiven Stelle, die dazu führt, dass B-raf unabhängig von 

einer Aktivierung durch Kras wird, ist in etwa 10 % der CRC-Patienten nachzuweisen (Tie et al. 

2011). 

Einen guten Einblick in die Bedeutung von p53, Kras und B-raf beim kolorektalen Karzinom 

liefert die Analyse eines exemplarischen Patienten (Abb. 18). T-Zellen aus dem peripheren 

Blut (Abb. 18A) reagieren signifikant auf Wildtyp-Peptide aller drei Proteine. Bei Kras und B-

raf, bei denen kein mutiertes Antigen signifikant höher als die Wildtyp-Sequenz ist, könnte 

das darauf hinweisen, dass hier zwar keine Mutation vorliegt, Kras und B-raf aber eventuell 

überexprimiert sind und sich deshalb spezifische Memory-T-Zellen im Blut des Patienten zu 

finden sind. Anders verhält es sich bei p53: hier sind zwei Peptide, die eine Mutation tragen, 

signifikant zum Wildtyp erhöht (Abb. 18A) – mit T-Zellen aus dem Knochenmark des 
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Patienten sogar drei (Abb. 18B) – was zeigt, dass hier mutationsspezifische Memory-Zellen 

vorhanden sind. 

Nach der Untersuchung von 26 Patienten zeigt sich, dass ein sehr hoher Anteil der Patienten 

spezifische T-Zell-Antworten gegen das p53-Peptid R175H besitzt (Abb. 19). Dies könnte auf 

eine besondere Bedeutung dieses Aminosäureaustauschs hinweisen. Tatsächlich ist die 

R175H Mutation alleine in der Lage, das Verhalten der Zelle zu verändern. So vermindert 

R175H die Apoptose-Rate und vermittelt eine Resistenz gegenüber Zytostatika wie 

Doxorubicin, Cisplatin und einer Bestrahlung mit gamma-Strahlen in Tumorzelllinien (Tsang 

et al. 2005). Außerdem ist R175H auch in der Lage, Twist1, einem Regulator für die 

Epidermale-Mesenchymale-Transition, hochzuregulieren, was zu einer verstärkten Invasion 

der Tumorzellen führt (Kogan-Sakin et al. 2011). 

Auch die Peptide R248Q und R248W zeigen bei bis zu 15 % der Patienten signifikante T-Zell-

Antworten (Abb. 19A und 19B). Trotz der Mutation im gleichen Codon, unterscheidet sich 

diese Veränderung physiologisch stark: So führt die Mutation R248Q zu einer deutlich 

höheren Fähigkeit zur Invasion von Tumorzelllinien als p53-Proteine mit einer Veränderung 

zu R248W (Yoshikawa et al. 2010). 

Bei Kras besitzt das Peptid G12D die höchste Reaktivität mit bis zu 15 % bei der Analyse mit 

T-Zellen aus dem Knochenmark (Abb. 19B). Dies ist auch die am häufigsten vorkommende 

Mutation bei Kras in gastrointestinalen Tumoren (Ugorcakova et al. 2012). Das einzige 

verwendete B-raf Peptid V600E, zeigt nur in etwa 5 % der Patienten eine 

mutationsspezifische T-Zell-Reaktion (Abb. 19), was jedoch auch an der geringeren 

Mutationshäufigkeit von etwa 10 % beruhen kann (Tie et al. 2011). Bemerkenswert sind die 

hohen Reaktionsraten gegen die Wildtyp-Peptide. Dies könnte darauf hindeuten, dass auch 

die Wildtyp-Proteine durch Überexpression zu einer höheren Avidität der T-Zell-

Rezeptorbindung führen und damit eine Erkennung der Tumorzelle und das Entstehen von 

Memory-T-Zellen erlaubt. 

Die Sequenzanalyse aller 24 Patienten zeigt, dass 75 % eine Mutation in einem der drei 

untersuchten p53-Exons besitzen. Das ist im Vergleich zu anderen Untersuchungen, 

zusammengefast von Russo et al. (Russo et al. 2005), recht hoch, jedoch ist die Gruppe von 

24 Patienten relativ klein. Für Kras wurde bei 29,2 % der Patienten eine Mutation gefunden, 
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bei B-raf keine Mutation. Bei Kras und B-raf wurde jedoch nur ein Exon des jeweiligen Gens 

sequenziert.  

Äußerst interessant ist der Blick auf die einzelnen Patienten. Besonders Patient 1678, bei 

dem sowohl der Primärtumor als auch die Lebermetastase analysiert werden konnte, zeigt 

ein komplexes Muster an Mutationen. Die Tatsache, dass sich Primärtumorzellen und 

Metastasenzellen einige Mutationen teilen, aber ebenso individuelle Mutationen besitzen, 

wirft ein Licht auf die Entwicklung der Krebserkrankung. Früh in der Primärtumorentwicklung, 

nachdem eine p53-Mutation bereits aufgetreten war, haben sich vermutlich Zellen abgelöst 

und sind in die Zirkulation eingetreten. Solche zirkulierenden Tumorzellen (CTC) können 

bereits in sehr frühen Stadien bei kolorektalen Krebspatienten nachgewiesen werden 

(Hiraiwa et al. 2008). Nachdem diese CTC aus der Zirkulation ausgetreten waren und eine 

Metastase bildeten, häuften sie weitere Mutationen an. Ebenso entwickelten sich auch im 

Primärtumor weitere DNA-Schäden. (?) Diese Einzelfallbetrachtung zeigt noch einmal, wie 

wichtig eine genaue Analyse der tumorassoziierten Antigene sein wird. 

Der Vergleich mit den ELISpot-Daten zeigt, dass bei fast 64 % der Patienten, bei welchen eine 

Mutation festgestellt werden konnte, auch die spezifische Memory-T-Zell-Antwort im 

ELISpot detektiert werden kann (Abb. 22). Außerdem reagiert diese Gruppe häufig sowohl 

gegen das mutierte Peptid als auch gegen das Wildtyp-Antigen (Abb. 21). Der Vergleich zeigt 

auch, dass in Gruppe 1, in der bei jedem Patienten eine Mutation im Tumorgewebe vorliegt, 

in keinem Fall ausschließlich das Wildtyp-Peptid erkannt wurde (Abb. 21). Dies lässt darauf 

schließen, dass die mutierten Antigene eine hohe Immunogenität bei diesen Patienten 

besitzen. Dass, trotz vorliegender Mutation, bei 36 % der Patienten keine T-Zellantwort – 

weder gegen Wildtyp, noch gegen mutierte Peptide – nachweisen lässt, könnte mit der 

Aktivität von regulatorischen T-Zellen (Treg) zusammenhängen (Deng et al. 2010). Treg sind 

in der Lage, spezifische Immunantworten im Tumor zu unterdrücken und eine Depletion der 

Treg führt zu einer Aufdeckung antigenspezifischer T-Zell-Antworten (Clarke et al. 2006; 

Bonertz et al. 2009). In Gruppe 2, in der keine Mutation bei den Patienten nachgewiesen 

werden konnte, zeigen sich in geringerem Umfang ebenfalls mutationsspezifische T-Zell-

Antworten im ELISpot (Abb. 22). Dieser Gruppe könnten jedoch auch Patienten zugeordnet 

sein, welche eine Mutation tragen, da nicht ausgeschlossen werden kann, dass bei 
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zirkulierenden Tumorzellen oder in Mikrometastasen die betreffenden Mutationen 

vorkommen, welche jedoch bei der Sequenzierung nicht gefunden werden können. 

Auch wenn sich aufgrund der geringen Patientenzahl keine solide statistische Aussage 

machen lässt, zeigt die Analyse, dass T-Zell-Antworten gegen mutierte Proteine eine wichtige 

Rolle in der anti-Tumor-Antwort spielen und entsprechende Peptide in Zukunft eine 

sinnvolle Option für Therapien beim kolorektalen Karzinom sein können. 

 

5.3 Ausblick 

Diese Arbeit zeigt durch zwei verschiedene Herangehensweisen auf, wie individuelle 

tumorassoziierte Antigene bei Krebspatienten identifiziert werden können.  

Die PF2D-Analyse mit anschließender Massenspektrometrie ermöglicht, unvoreingenommen 

zu überprüfen, gegen welche Proteine die T-Zell-Antwort tatsächlich gerichtet ist. Die 

Sequenzanalyse zeigt darüber hinaus, welche mutationsspezifischen Antigene bei jedem 

Patienten eine Rolle spielen könnten. Da die Kosten für viele Techniken, beispielsweise die 

komplette Genomanalyse, weiter sinken, könnten in Zukunft beide Verfahren kombiniert 

und standardmäßig angewandt werden. Einem Patienten würde dann nach Möglichkeit, 

beispielsweise bei der Operation zur Resektion, Gewebe von Primärtumor und Metastase 

entnommen. Aus den Geweben würden dann die Krebsstammzellen isoliert und nach 

Möglichkeit diese sowie die restlichen Tumorzellen zur Sequenzanalyse und für die PF2D-

Methode verwendet. Wenn die Antigen-Kandidaten nach der PF2D-Analyse feststehen, 

würde überprüft werden, ob bei diesem Patienten speziell in diesen Proteinen und allgemein 

Mutationen vorliegen. Geeignete mutationsspezifische Peptide könnten dann zusammen mit 

den PF2D-Kandidaten zur Verifikation im ELISpot verwendet werden. Mit besonderer 

Beachtung der Krebsstammzellen könnte so individuell für jeden Patienten eine 

personalisierte Auswahl der idealen tumorassoziierten Antigene zusammengestellt werden. 

Somit wäre die optimale Voraussetzung für eine effektive Immuntherapie gelegt.  
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6 Anhang 

6.1 Möglichkeiten zur Verstärkung der anti-Tumor-Immunreaktion 

mit Viren – Immunmonitoring einer Phase-I-Studie 

Das Wissen um die Reaktivitäten der T-Zellen bei einer Krebserkrankung ist eine wichtige 

Grundlage für mögliche Therapien. Es stellt sich aber auch dann noch die Frage, wie das 

Immunsystem effektiv – und gezielt gegen den Tumor gerichtet – stimuliert werden kann. 

Eine bloße Stimulation der Immunreaktion ohne den spezifischen Anteil ist nicht zielführend, 

da dies zur Auslösung von Autoimmunkrankheiten führen kann. Somit muss bei einer 

potentiellen Impfung des Patienten mit stimulierenden Agenzien, auch gleichzeitig etwas 

beinhaltet sein, das die Tumorspezifität sicherstellt. 

Diese beiden Aspekte sind in dem bei dieser Phase-I-Studie verwendetem Impfstoff 

vorhanden. Durch die Nutzung von autologen Tumorzellen ist die Spezifität sichergestellt. 

Die Stimulation des Immunsystems soll durch zwei verschiedene Mechanismen erreicht 

werden. Zum einen werden die autologen Tumorzellen vor der Verabreichung durch 

Bestrahlung abgetötet. Dies dient, neben dem Sicherheitsaspekt, auch dazu, durch die 

absterbenden Zellen viele stimulierende Signale freizusetzen. Eine weitere Komponente, um 

das Immunsystem zu aktivieren, ist der Einsatz von bi-spezifischen Antikörpern (bsAb). Diese 

besitzen zwei Spezifitäten, eine gegen die Tumorzelle und eine gegen T-Zellen. Damit 

können T-Zellen direkt mit den Tumorzellen vernetzt werden, was die Bindungsavidität 

erhöht. Eine Besonderheit liegt in den Spezifitäten der bi-spezifischen Antikörper. Da sich 

zwar jede Tumorzelle durch ihre besonderen Antigene von normalen Körperzellen 

unterscheidet, diese Antigene aber bei jeden Patienten individuell sind, galt es, ein Ziel-

Antigen für die bi-spezifischen Antikörper zu finden, das bei jedem Patienten eingesetzt 

werden kann. Die Lösung lag in der Infektion der patienteneigenen Tumorzellen mit 

Newcastle-Disease-Viren (NDV). Durch die Infektion der Tumorzellen besitzen diese ein 

einzigartiges Antigen auf ihrer Oberfläche als Ziel für den Antikörper, das virale 

Hämagglutinin. Der zweite Arm des Antikörpers, der gegen T-Zellen gerichtet ist, hatte CD28 

als Zielstruktur. Dadurch wird die T-Zelle nicht nur mit der Tumorzelle vernetzt, sondern 

erhält auch noch einen hilfreiches co-stimulierendes Signal. 
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Die Patienten erhielten insgesamt fünf Impfungen nach dem Schema in Abbildung 23. Bei 

der ersten und der letzten Impfung wurden zusätzlich zu den Tumorzellen mit den bi-

spezifischen Antiköpern auch noch nur bestrahlte Tumorzellen als zusätzliche Antigenquelle 

verabreicht.  

 

6.1.1 Auswirkung der Impfung auf die Aktivität des Immunsystems 

Zur Kontrolle der Immunreaktion während der Impfung wurden den Patienten jeweils direkt 

vor der Impfung und drei Tage später peripheres Blut abgenommen. Mit den daraus 

gewonnenen Zellen wurden ELISpot-Analysen durchgeführt und die Reaktion der T-Zellen 

auf bekannte Tumorantigene wie auch auf autologes Tumorlysat untersucht. Obwohl die 

Phase-I-Studie vor allem die Untersuchung der Sicherheit der Impfung als Zweck hat, lassen 

sich eindeutige Auswirkungen auf das Immunsystem feststellen.  

Wie in Abbildung 24A zu sehen ist, erhöht sich die relative Anzahl antigenspezifischer T-

Zellen im Blut, wenn man jeweils die Zeitpunkte vor der Impfung und direkt nach der 

Impfung vergleicht. Dieser Anstieg der spezifischen T-Zellen ist direkt nach der allerersten 

Tag 0 (+3) Tag 14 (+3) Tag 28 (+3) Tag 42 (+3) Tag 70 (+3) 

NDV-infizierte Tumorzellen mit bsAb 

nur Tumorzellen 

Abbildung 23 

Schematische Darstellung des Impfprotokolls. Die Patienten erhielten 4 Impfungen im 

Abstand von jeweils 14 Tagen und eine letzte, 5. Impfung, nach insgesamt 70 Tagen. Jede 

Impfung erfolgte mit bestrahlten autologen Tumorzellen, die mit NDV infiziert und mit bi-

spezifischen Antikörpern bedeckt waren. Bei der ersten und fünften Impfung wurden 

zusätzlich noch weitere bestrahlte Tumorzellen, ohne NDV Infektion und bsAb, als 

Antigenquelle verabreicht. Jeweils direkt vor der Impfung, sowie drei Tage nach der 

Impfung wurde Blut abgenommen um die Immunreaktion zu verfolgen. 
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Impfung am stärksten. Abbildung 24B zeigt den hochsignifikanten Anstieg der T-Zellen im 

peripheren Blut der Patienten von Tag 0 auf Tag 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Neben der T-Zell-Antwort ist auch die Verfolgung der humoralen Immunantwort interessant. 

Die Induktion von spezifischen Antikörpern gegen Oberflächenproteine von Tumorzellen 

kann die natürliche Immunität gegen den Tumor z.B. über antikörper-vermittelte 

Zytotoxizität unterstützen. Andererseits ist eine Dominanz der humoralen Immunantwort 

dann nachteilig wenn dadurch die zytotoxische T-Zell-Antwort der CD8+ T-Zellen unterdrückt 

wird.  

Die Untersuchung von spezifischen Antikörpern gegen drei verschiedene tumorassoziierte 

Antigene zeigt ein gemischtes Bild. Antikörper gegen p53 (Abb. 25A) sind vor den Impfungen 

in sechs Patienten nachweisbar. Nach den Impfungen zeigen drei Patienten einen Anstieg 
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Abbildung 24 

Die Frequenz antigenspezifischer T-Zellen aus peripherem Blut vor allen Impfungen im 

Vergleich zu 3 Tagen nach den Impfungen (A) und die Veränderung der Frequenzen als 

Effekt der 1. Impfung von Tag 0 auf Tag 3 (B). Jeder Punkt in der Grafik entspricht der 

Anzahl spezifischer T-Zellen je 7,5x104 T-Zellen.  

*** P < 0,0005; * P < 0,05 (zweiseitiger Student-t Test) 
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der Antikörper-Titer und ebenfalls drei einen, zum Teil sehr deutlichen, Abfall des Titers. Bei 

Survivin (Abb. 25B) zeigt sich ein ähnliches Bild auch wenn hier die Abnahme der Titer zu 

überwiegen scheint. Bei den Antikörpern gegen Mage-3 überwiegt ebenfalls der Rückgang 

der spezifischen Antikörper. Vier von sechs Patienten zeigen einen deutlichen Abfall der Titer, 

bei zwei Patienten ist eine Zunahme erkennbar. 

 

6.1.2 Zusammenhang der T-Zell-Reaktivität gegenüber autologem Tumorlysat und 

gegenüber synthetischen Peptiden 

Für die Beurteilung des Erfolgs einer Impfung ist die vorangegangene Betrachtung der 

kumulativen Daten sehr wichtig. Aber auch von den individuellen Verläufen der 

Immunreaktionen einzelner Patienten lassen sich wichtige Erkenntnisse gewinnen. 

Besonders interessant ist ein Blick auf die T-Zell-Antworten gegenüber autologem 
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Abbildung 25 

GST-ELISA zur Bestimmung der relativen Menge von Antikörpern aus peripherem Blut. Im 

Vergleich zu sehen sind Antikörper vor Beginn der Impfungen (blaue Balken) und gegen 

Ende der Impfungen (rote Balken) gegen p53 (A), Survivin (B) und Mage-3 (C). Die 

durchgezogene Linie markiert die Grenze zum unspezifischen Hintergrund.   

A 

B C 
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Abbildung 26 

Die individuellen Verläufe der Frequenzen antigenspezifischer T-Zellen im peripheren Blut 

der verschiedenen Patienten. Jeder Punkt in der Grafik entspricht der Anzahl spezifischer 

T-Zellen je 7,5x104 T-Zellen gegen autologes Tumorlysat (rot) oder synthetische Antigene 

(farbig). Bei den Patienten 1695 und 1678 konnte kein Tumorlysat getestet werden. 
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Tumorlysat im Vergleich mit synthetischen Peptiden bekannter tumorassoziierter Antigene: 

Mage-3, p53, Her2/neu und CEA. 

Ein erster Blick zeigt, dass es teilweise sehr unterschiedliche Verläufe der T-Zell-Reaktivität 

bei den einzelnen Patienten gibt (Abb. 26). So reagieren einige Patienten, wie beispielsweise 

Patient 1632, im gesamten Verlauf auf alle eingesetzten Peptide sowie auf das autologe 

Tumorlysat. Die T-Zell-Reaktivität anderer Patienten ist dagegen zum Teil deutlich 

begrenzter. Bei Patient 1695 beispielsweise reagieren die T-Zellen an neun von zehn 

getesteten Zeitpunkten nur gegen zwei Antigene. Autologes Tumorlysat konnte bei diesem 

Patienten und bei Patient 1678 jedoch nicht getestet werden. Auffällig ist auch, dass am Tag 

0, das bedeutet vor Beginn der Impfungen, bei keinem der Patienten genug T-Zellen im 

peripheren Blut vorhanden war, um eine signifikante T-Zell-Antwort auszulösen. Dies war bei 

keinem der verwendeten TAA der Fall. Das p53-Peptid wurde von 62,5 % der Patienten an 

Tag 0 erkannt. Her2/neu bei 50 % der Patienten und CEA und Mage-3 immerhin noch bei 

37,5 % aller Patienten. Das autologe Tumorlysat jedoch bei keinem der Patienten (0 %).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 27 

Korrelation der spezifischen T-Zellen im peripheren Blut gegen Peptide bekannter TAA (y-

Achse) und gegen autologes Tumorlysat (x-Achse). Jeder Punkt in der Grafik entspricht der 

Anzahl spezifischer T-Zellen je 7,5x104 T-Zellen.  

*** P < 0,0005 (zweiseitiger P-Wert bei Pearson’s Correlation Test) 
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Ebenfalls auffällig ist das synchrone Verhalten der T-Zell-Reaktivität gegenüber vielen 

Antigenen wie auch dem Tumorlysat. Ein Anstieg in der Reaktivität gegenüber den Peptiden 

ist auch häufig mit einem Anstieg der Reaktivität gegen das Tumorlysat verbunden. Diese 

positive Korrelation ist äußerst signifikant für alle Peptide (Abb. 27). Außerdem ist bei vielen 

Patienten auch ein spezielles Muster des Verlaufs erkennbar (Abb. 26). Vor der Impfung an 

Tag 0 besitzen, wie bereits angesprochen, viele Patienten bereits T-Zellen im peripheren Blut, 

die auf TAA jedoch nicht auf Tumorlysat reagieren. Nach der ersten Impfung an Tag 0 steigt 

die Anzahl der antigenspezifischen T-Zellen in den folgenden Tagen deutlich an, was auch in 

jedem getesteten Fall zu einer Reaktivität gegenüber dem Tumorlysat an Tag 3 oder Tag 14 

führt. Die Anzahl der reaktiven T-Zellen, sowohl gegenüber den Peptiden als auch gegenüber 

dem Tumorlysat, erreicht dann einen ersten Höhepunkt. In den folgenden Tagen und 

Wochen nimmt die Anzahl der T-Zellen wieder ab und ist teilweise nicht mehr nachweisbar. 

Kurz darauf kommt es jedoch bei allen Patienten zu einem erneuten Anstieg der T-Zell-

Zahlen im peripheren Blut, was bei manchen Patienten zu einer zweiten Welle führt, die 

wieder abnimmt, und bei anderen Patienten bis zum Ende der Testperiode stark ansteigt. Bei 

einigen Patienten erreicht auch die Zahl der T-Zellen, die gegen das Tumorlysat reagieren 

hier ihren Höhepunkt. 

 

6.2 Eine detaillierte Betrachtung der 21 neu identifizierten TAA 

Auch wenn für die Funktion als tumorassoziiertes Antigen, die genaue Funktion eines 

Proteins nur zweitrangig erscheint, gebietet nicht nur die wissenschaftliche Neugier eine 

detailliertere Betrachtung. Durch die Funktion lassen sich möglicherweise auch Rückschlüsse 

auf die Tumorentwicklung und die metastatische Kaskade ziehen. Zuerst soll mit der 

Betrachtung von sieben Proteinen begonnen werden, die potentiell als Tumor-Suppressoren 

wirken können.  

BUB3 ist Bestandteil des SAC-Komplexes (spindle assembly checkpoint), der in der Zelle 

während der Zellteilung die korrekte Ausbildung des Spindelapparats überwacht (Tomasini 

et al. 2009). BUB3 wird dabei für das korrekte Anheften der Microtubuli an die Kinetochore 

benötigt (Logarinho et al. 2008). Kommt es nicht zu einem korrekten Anheften der 

Mirkotubuli oder treten sonstige Fehler beim Segregieren der Chromosomen auf, wirkt BUB3 
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als Mediator, der den Caspase-unabhängigen mitotischen Zelltod (CIMD) einleitet (Niikura et 

al. 2010). 

Schon länger ist bekannt, dass die gezielte Einnahme von Selen über die Nahrung die 

Entstehung von kolorekalen Karzinomen schützt (Feng et al. 1999). Das Selen-bindenden 

Protein Selenium-binding protein 1 ist in gesundem Darmgewebe hoch exprimiert und in 

späten Stadien des kolorektalen Karzinoms reduziert, was gleichzeitig mit einer schlechten 

Prognose einhergeht (Kim et al. 2006; Li et al. 2008). Außerdem erhöhen genetische 

Varianten des Proteins das Risiko für kolorekale Tumore (Meplan et al. 2010). Erst kürzlich 

wurde vermutlich die dahinterliegende physiologische Ursache entdeckt. Selen-bindende 

Proteine aktivieren die DNA-Reparaturantwort und wirken so Mutationen entgegen (Qi et al. 

2010). 

Transgelin (auch als SM22 bekannt) ist ein Protein, das hauptsächlich in der glatten 

Muskulatur vorkommt (Thweatt et al. 1992). Nair et al. konnten zeigen, dass Transgelin ein 

Repressor der Matrix-Metalloprotease 9 (MMP-9) ist. So reduziert eine Überexpression von 

Transgelin die Menge von MMP-9 in der Zelle und verhindert, in-vitro, auch die Invasion von 

Tumorzelllinien (Nair et al. 2006). Dies geschieht über eine Inhibition des ERK1 und ERK2 

Signalweges (Nair et al. 2006). Des Weiteren wirkt Transgelin auch als negativer Regulator 

des Androgen-Rezeptors und mindert so das Wachstum von Prostata-Tumorzellen (Yang et 

al. 2007). 

Homeobox Prox 1 ist ein Transkriptionsfaktor, der die Proliferation epithelialer Zellen 

kontrolliert. In den immunhistologischen Experimenten konnten wir sehen, das Prox1 im 

Tumorgewebe unregelmäßig exprimiert war (Abb. 9). Manche Zellen zeigten punktuelle 

Expression in den Zellkernen und andere eine sehr starke Expression auch im Zytoplasma 

(Abb.9). Dyer et al berichten, dass Prox 1 den Austritt von Vorläuferzellen aus dem Zellzyklus 

reguliert (Dyer et al. 2003). In einem Maus-Modell wurde bereits früher gezeigt, dass die 

Inaktivierung von Prox 1 zu abnormaler Proliferation, einer Herunterregulation der 

Zellzyklus-Inhibitoren Cdkn1b und Cdkn1c, einer veränderten Expression von E-cadherin 

sowie zu einer gestörten Apoptose führt (Wigle et al. 1999). 

Plakoglobin gehört zur Familie der beta-Catenine und sorgt so für die stabile Verbindung von 

Zellenverbänden untereinander sowie einer Regulation der Adhäsion (Chitaev et al. 1998). 

Allein dadurch hat Plakoglobin eine wichtige Funktion, da in vielen Krebserkrankungen ein 
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Verlust der Zelladhäsion eine Bedingung für die Metastasierung der Zellen ist (Hajra und 

Fearon 2002). Neben der reinen physischen Verbindung hat Plakoglobin jedoch auch eine 

Rolle als Signalmolekül und reguliert die Genexpression. So wirkt das Protein als einer der 

wichtigsten Inhibitoren von c-myc als Tumorsuppressor (Williamson et al. 2006). 

Interessant ist auch das sekretierte Protein Zn-alpha2GP. Es stimuliert die Lipid-Degradation 

in Adipozyten und spielt vermutlich auch eine wichtige Rolle bei dem extensiven Fettverlust 

von Patienten bei manchen Krebserkrankungen und gilt auch als Tumormarker für 

verschiedene Karzinome (Hassan et al. 2008). So gilt es beispielsweise als präziser Marker für 

das Risiko einer metastatischen Progression beim Prostata-Karzinom (Henshall et al. 2006). 

Neueste Studien zeigen die Funktion von Zn-alpha2GP als Tumorsuppressor: es inhibiert den 

TGF-β-vermittelten ERK Signalweg, der die Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) 

initiiert (Kong et al. 2010). Der Verlust von Zn-alpha2GP durch Deacetylierung von Histonen 

in Adenokarzinomzellen des Pankreas führte zu einer starken Erhöhung der Invasion, 

begleitet von der Umwandlung in einen mesenchymalen Zelltyp (Kong et al. 2010). 

Rekombinantes Zn-alpha2GP verhinderte hingegen diese morphologischen Veränderungen 

durch eine Blockade der ERK2-Phosphorylierung (Kong et al. 2010).  

Mit Caspase 14 konnten wir auch ein recht bekanntes Protein als neues tumorassoziiertes 

Antigen identifizieren. Caspase 14 gehört zur den Proteasen, die hauptsächlich bei 

Entzündungsreaktionen und der Apoptose beteiligt sind (Denecker et al. 2008). Neuere 

Studien zeigen aber auch eine Beteiligung an der Proliferation und Differenzierung von 

Zellen (Denecker et al. 2008). Zwar wurde Caspase 14 bisher nicht als TAA angesehen, jedoch 

ist das Gen in gastrointestinalen Tumoren häufig von Mutationen betroffen, welche in der 

Folge zu einer Veränderung der apoptotischen Funktion führen können (Kim et al. 2009). 

 

Im Gegensatz zu diesen sieben Proteinen, die in ihrer physiologischen Funktion dem 

Tumorwachstum entgegenstehen, befinden sich unter den 21 neu identifizierten 

tumorassoziierten Antigenen auch Proteine, die durch ihre Funktion das Tumorwachstum 

direkt oder indirekt fördern können (Abb.11).  

Das Protein hnRNP A1 (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1), ist ein 

Transportprotein, das mRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma zu den Ribosomen 

transportiert und über die Kontrolle des mRNA Metabolismus zur Steuerung der Gen-
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Expression beiträgt (Cammas et al. 2007). Außerdem kann hnRNP A1 auch an bestimmte 

DNA-Bereiche binden und so Einfluss auf die Genexpression nehmen. So bindet es 

beispielsweise spezifisch und mit hoher Affinität im Bereich des Kras-Promotors 

(Paramasivam et al. 2009). Das Translation des hnRNP A1 Proteins wird durch c-Myc stark 

erhöht, wodurch es in vielen Krebszellen überexprimiert ist (David et al. 2010). Die großen 

Mengen von hnRNP A1 führen, über alternatives Splicing, zu einer Erhöhung der Menge der 

Pyruvat-Kinase PKM2, welche wiederum die Energie-Gewinnung über aerobe Glykolyse 

erlaubt, was für das Wachstum von Tumorzellen sehr förderlich ist (David et al. 2010). 

Indirekt scheint also hnRNP A1 das Tumorwachstum zu unterstützen. 

Der eukaryotische Translation-Elongationsfaktor 1 (EF1) besteht aus vier Untereinheiten, von 

denen zwei, EF1-alpha und EF1-gamma, als neue tumorassoziierte Antigene identifiziert 

werden konnten (Abb. 3). Der Translation-Elongationsfaktor EF 1 spielt eine Schlüsselrolle 

bei der Proteintranslation (Abbott und Proud 2004). Die am besten charakterisierte 

Untereinheit ist EF1-alpha. Neben seiner Funktion bei der Übersetzung von mRNA in 

Aminosäuresequenzen, interagiert das Protein auch mit dem Zytoskelett (Condeelis 1995), 

und spielt ebenso eine Rolle bei Apoptose und Zellproliferation. So schützt eine 

Überexpression von EF1-alpha vor Caspasen-induzierter Apoptose und das Fehlen von EF1-

alpha führt zu erhöhter Apoptose (Potter et al. 1998). Des Weiteren schützt es vor Apoptose 

nach Interleukin-3-Entzug (Talapatra et al. 2002) und die Überexpression führt zu einer 

Resistenz gegenüber Cisplatin in humanen Zelllinien von Kopf-Hals-Karzinomen (Johnsson et 

al. 2000). Die Menge an EF1-alpha im Zytoplasma korreliert direkt mit der Zellzyklus-Rate 

(Cavallius et al. 1986; Duttaroy et al. 1998; Grassi et al. 2007). Durch diese Eigenschaften gilt 

es als Onkogen beim Ovarialkarzinom (Anand et al. 2002). In kolorektalen Karzinomen ist 

EF1-alpha häufig überexprimiert (Schlegel et al. 1995). Interessanterweise wird über eine 

verkürzte Splice-Variante von EF1-alpha berichtet, die als Suppressor des Zervixkarzinoms 

gilt, da diese Form des Proteins Apoptose induziert (Rho et al. 2006). Über die Untereinheit 

EF1-gamma ist deutlich weniger bekannt. So wird berichtet, dass dieses Protein, zusammen 

mit anderen Untereinheiten, in Zellen des Pankreaskarzinoms stark hochreguliert ist (Lew et 

al. 1992). Die genaue Funktion dieser Untereinheit ist bisher nicht bekannt. 

Über die physiologische Funktion des Proteins AGR2 (Anterior gradient protein 2 homolog) 

war lange Zeit sehr wenig bekannt. Neuere Ergebnisse bringen es mit der Mucus-Produktion 



   Seite | 109 

im Darm in Verbindung (Park et al. 2009). In der Krebsforschung ist das AGR2-Protein jedoch 

schon länger bekannt. So wurde 1998 gezeigt, dass AGR2 bei Brustkrebs mit dem Östrogen-

Rezeptor co-exprimiert ist (Thompson und Weigel 1998). Später fand man AGR2 auch in 

anderen Tumorarten überexprimiert, beispielsweise beim Prostatakarzinom (Zhang et al. 

2005), Pankreaskarzinom (Ramachandran et al. 2008), bei Brust- und Eierstockkrebs 

(Barraclough et al. 2009; Park et al. 2011). AGR2 führt zu einer erhöhten Proliferation und 

einer verstärkten Invasion von Pankreas-Tumorzellen in vitro und das Ausschalten von AGR2 

über si-RNA zu einem reduzierten Tumorwachstum in vivo sowie einem verbesserten 

Ansprechen auf Gemcitabine (Ramachandran et al. 2008). Auch in Zelllinien des 

Ovarialkarzinoms erhöhte AGR2 die Proliferation und die Migration der Zellen (Park et al. 

2011). Diese Effekte sind wohl auf vielfältige Funktionen von AGR2 zurückzuführen. So 

induziert die Überexpression von AGR2 das Zellzyklusprotein Cyclin D1. Die Reduktion über 

si-RNA führte zu erhöhter Apoptose in vier verschiedenen Brustkrebszelllinien und 

verminderte auch die Menge an Survivin und c-Myc in den Zellen (Vanderlaag et al. 2010). 

Neueste Forschungen zeigen auch, dass AGR2 in Verbindung mit einem weiteren neu 

identifizierten TAA steht: Cathepsin B. Dumartin et al. konnten nachweisen, dass AGR2 eine 

Vielzahl zellulärer Proteine hochreguliert, darunter die Cathepsine, und dass die Menge von 

AGR2 proportional zur und essentiell für die Fähigkeit zur Invasion von Pankreas-

Tumorzellen ist (Dumartin et al. 2011). 

Das gerade angesprochene Cathepsin B wurde ebenfalls als neues tumorassoziiertes Antigen 

identifiziert. Diese Cystein-Protease besitzt durch seine enzymatischen Funktionen die 

Fähigkeit positiv wie auch negativ auf das Tumorwachstum zu wirken. So kann Cathepsin B 

die Apoptose in Tumorzellen einleiten und ist auch für die Generation von Peptiden für 

MHC-Klasse-II Moleküle von Bedeutung (Conus und Simon 2008). Andererseits gilt Cathepsin 

B als schlechter prognostischer Faktor bei pankreatischen Adenokarzinomen, da er mit dem 

Tumorstadium sowie der lymphatischen Invasion korreliert (Niedergethmann et al. 2004). 

Beim kolorektalen Karzinom ist Cathepsin B durchschnittlich 3,7-fach erhöht und wird auch 

von umgebenden Stromazellen exprimiert (Hirai et al. 1999). Auch hier gibt es starke 

Hinweise darauf, dass Cathepsin B sowohl in frühen Stadien bei der lokalen Invasion als auch 

in späteren Phasen bei der Ausbildung von Fernmetastasen mitwirkt (Hirai et al. 1999). 
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Annexin A2 ist ein Calcium-abhängiges phospholipidbindendes Protein, das in zahlreichen 

Zelltypen vorkommt. Das Protein ist in vielen Tumortypen, wie Brust-, Leber-, Prostata- und 

Pankreaskarzinom, hochreguliert (Vishwanatha et al. 1993; Sharma et al. 2006; Mohammad 

et al. 2008; Inokuchi et al. 2009). Auch beim kolorektalen Karzinom ist Annexin A2 stark 

erhöht und korreliert mit einer erhöhten Tumorstufe (Duncan et al. 2008). Annexin A2 hat 

vielfältige Funktionen bei der Regulation zellulärer Funktionen. So wurde in mehreren 

Tumorarten, darunter auch kolorektale Tumore, gezeigt, dass Annexin A2 im Zusammenspiel 

mit weiteren Proteinen an der Zellmembran co-lokalisiert ist und zu einem Abbau der 

extrazellulären Matrix beiträgt (Puisieux et al. 1996; Mai et al. 2000; Lokman et al. 2011). 

Dies führt auch zu einer erhöhten Fähigkeit zur Invasion bei unterschiedlichen Tumorarten 

(Ohno et al. 2009; Zheng et al. 2011).  

Fibronectin wurde bereits 1980 als Tumormarker im Urin für Prostatakrebs-Patienten 

vorgeschlagen (Webb und Lin 1980). In den nächsten Jahren wurden auch erhöhte 

Fibronectin-Werte im Serum von Patienten mit Brustkrebs, akuten Leukämien und 

kolorektalen Tumoren festgestellt, wobei sich Fibronectin jedoch nicht als Marker 

durchsetzte (Choate und Mosher 1983). In den 1990er Jahren wurde diskutiert, ob das 

Fibronectin immunsuppressiv wirkt oder die Proliferation von T-Zellen verstärkt und auf 

diese Weise Einfluss auf das Tumorwachstum nimmt (Olt et al. 1992; Mizobata et al. 1996). 

Erst später wurden nach und nach die zellulären Wirkungen von Fibronectin bekannt. So 

zeigte sich, dass Fibronectin den Signalweg von Proteinkinase C aktiviert (Margolis et al. 

1996). Kurze Zeit danach wurde entdeckt, dass Fibronectin zur Sekretion von Matrix-

Metalloprotease 9 (MMP-9) und damit zu einer verstärkten Invasion bei Zelllinien von 

Ovarialtumoren führt (Shibata et al. 1997). In den nächsten Jahren wurden die 

zugrundeliegenden Signalwege zunehmend aufgedeckt (Thant et al. 2000; Mukai et al. 2002). 

Dabei zeigte sich auch, dass Fibronectin nicht nur über die MMP-9 Expression das 

Tumorwachstum fördert, sondern auch direkt über den Akt-Survivin-Signalweg Tumorzellen 

vor induzierter Apoptose schützt (Fornaro et al. 2003). Auch bei kolorektalen Tumoren ist 

Fibronectin überexprimiert und korreliert deutlich mit dem Fortschreiten der 

Krebserkrankung (Saito et al. 2008). Auch hier erhöht Fibronectin die Migration und Invasion 

der Tumorzellen (Ding et al. 2008; Wei et al. 2011). 
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LPP bekam seinen Namen, Lipoma preferred partner, durch die Beobachtung, dass LPP 

häufig Fusionsproteine bei Lipomen ausbildet (Petit et al. 1996). Zuerst wurde eine 

Beteiligung von LPP bei benignen Tumoren beschrieben (Petit et al. 1996; Lemke et al. 2001), 

später jedoch auch bei malignen Erkrankungen wie Sarkomen, Lungenkarzinomen und 

Leukämien (Daheron et al. 2001; Grunewald et al. 2009). LPP wurde als ein Shuttle-Protein 

beschrieben, dass zwischen Punkten der Zelladhäsion und dem Zellkern wandert, Teil der 

Signaltransduktion ist und auch die Transkription aktivieren kann (Petit et al. 2000). 

Außerdem interagiert LPP mit dem Shuttle-Protein Zyxin und dem Tumorsuppressor Scrib 

(Petit et al. 2005). Bei Muskelzellen der glatten Muskulatur ist LPP an der Reorganisation des 

Zytoskeletts bei der Migration der Zellen beteiligt (Majesky 2006). Aufgrund der Formation 

von onkogenen Fusionsproteinen in vielen Tumoren und der Tatsache, dass bei einer LPP 

Überexpression der LPP-Signalweg onkogene Signale an den Zellkern übermittelt, wurde LPP 

2009 als Protoonkogen eingestuft (Grunewald et al. 2009). 

 

Unter den 21 neu identifizierten tumorassoziierten Antigenen befinden sich neben den 

bereits besprochenen Proteinen, die entweder einen gewissen Schutz vor der 

Tumorentwicklung bieten oder aber das Tumorwachstum tendenziell fördern, eine dritte 

interessante Gruppe: Proteine, die das Immunsystem beeinflussen (Abb. 11). Dazu zählen 

S100A7, S100A9 und der nukleare Co-Repressor KAP-1. 

Die S100-Familie besteht aus mehr als 20 Proteinen, die alle zumindest ein Ca2+-bindendes 

EF-Hand-Motiv besitzen. Alle Proteine dieser Familie erfüllen vielfältige Aufgaben in der Zelle. 

Bei unseren Analysen sind zwei Vertreter dieser Familie als neue tumorassoziierte Antigene 

charakterisiert worden: S100A7 und S100A9. S100A7, auch Psoriasin genannt, wurde als 

chemotaktisches Protein beschrieben, aber seine genaue Funktion ist noch nicht gut 

verstanden (Jinquan et al. 1996). Psoriasin ist in einigen Tumoren, darunter in Brust- und 

Blasentumoren sowie in epithelialen Hauttumoren, überexprimiert (Moubayed et al. 2007). 

Seine chemotaktische Funktion gegenüber Leukozyten übt Psoriasin über die Bindung an 

RAGE-Rezeptoren (receptor for advanced glycation end products) aus (Wolf et al. 2008). 

Darüber hinaus induziert Psoriasin die Expression von Genen, die für die MHC-Klasse-II-

Rezeptoren, die Antigen-Prozessierung und -Präsentation sowie die Immunzellaktivierung 

wichtig sind (Mandal et al. 2007). Neben den chemotaktischen Funktionen wird Psoriasin 
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auch eine Rolle bei der Abwehr gegen Bakterien und Einfluss auf die Zellvitalität 

zugesprochen (Emberley et al. 2005; Lee und Eckert 2007). Über das zweite Protein der 

Familie, S100A9, ist ähnlich wenig bekannt. In kolorektalen Tumoren ist S100A9 

überexprimiert und könnte als serologischer Marker dienen (Kim et al. 2009). Genau wie für 

Psoriasin wurde auch bei S100A9 chemotaktisches Potential, vor allem für neutrophile 

Granulozyten sowie Monozyten, nachgewiesen (Ryckman et al. 2003). Dies könnte zu einer 

Akkumulation von myeloiden Suppressorzellen im Tumorgewebe führen und dadurch die 

Immunreaktion gegen den Tumor erschweren (Cheng et al. 2008). 

KAP-1, das über seine KRAB-Domäne (Krüppel associated box-Domäne) an DNA binden kann, 

ist ein universaler Co-Repressor, der auch das Immunsystem beeinflusst (Friedman et al. 

1996). So wurde gezeigt, dass KAP-1 die Transkription von STAT-Proteinen (Signal 

transducers and activators of transcription) reguliert, die bei der Immunantwort eine 

wichtige Rolle spielen (Tsuruma et al. 2008). Dadurch ist KAP-1 in der Lage, beispielsweise 

die Interferon-Antwort zu hemmen (Kamitani et al. 2008).  

 

Ein Protein, das in keine der drei oben beschriebenen Kategorien eingeordnet werden kann, 

ist Sorcin, da es weder das Tumorwachstum fördert noch hemmt und auch keine Verbindung 

zum Immunsystem aufweist. Als physiologische Rolle des Calcium-bindenden Proteins wird 

eine Regulation der Calcium-Homöostase in der Herzmuskulatur beschrieben (Farrell et al. 

2003; Meyers et al. 2003). Dennoch wurde Sorcin bereits in den 1980er Jahren in 

Verbindung mit Multi-Resistenzen bei Tumorzellen entdeckt (Van der Bliek et al. 1988). In 

den nächsten Jahren wurde nachgewiesen, dass Sorcin in verschiedenen weiteren 

Tumorarten, darunter bei Leukämien, bei Eierstock- und Brustkrebs, beim nicht-kleinzellige 

Lungenkarzinom, bei Magenkarzinomen und auch beim kolorektalen Karzinom für die 

Resistenz gegen verschiedene Zytostatika verantwortlich ist (Parekh et al. 2002; Zhou et al. 

2006; Qu et al. 2010; He et al. 2011; Maddalena et al. 2011). Ein Teil dieses Effekts ist 

vermutlich auf eine anti-apoptotische Wirkung von Sorcin im Verbund mit TRAP1 

zurückzuführen (Landriscina et al. 2010). Des Weiteren sorgt eine Isoform von Sorcin für eine 

Akkumulation von Calcium im Endoplasmatischen Retikulum von kolorektalen Tumorzellen, 

was zu einer Verminderung des Zellstresses und einer Resistenz gegenüber 5-Fluorouracil, 

Oxaliplatin und Irinotecan führt (Maddalena et al. 2011). Eine Herunterregulation von Sorcin 
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führte dagegen zu einer verbesserten Wirkung der Medikamente und zu einer Aktivierung 

von Caspase-3, Caspase-12, und GRP78/BiP, was zu einer Auslösung der Apoptose durch den 

mitochondrialen Signalweg führte (Maddalena et al. 2011). 

Den Abschluss der neu entdeckten tumorassoziierten Antigene bilden Proteine, die keine 

bekannten oder noch unklare Assoziationen zu Krebserkrankungen oder dem Immunsystem 

aufweisen: die ATP-Synthase und ERp44.  

Die ATP-Synthase ist für die aerobe Energiegewinnung der Zelle essentiell. Tumorzellen 

nutzen jedoch häufig anaerobe Mechanismen zur Gewinnung von ATP, was bereits 1927 

dem deutschen Arzt Otto Warburg aufgefallen war und zur Formulierung der Warburg-

Hypothese führte (Warburg et al. 1927). Auch heute noch gilt eine Veränderung des 

bioenergetischen Phänotyps als wichtiges Merkmal von Krebserkrankungen (Isidoro et al. 

2004). In diesem Zusammenhang wird auch über die Funktion der ATP-Synthase diskutiert. 

So wird eine Rolle der ATP-Synthase bei der Auslösung der Apoptose oder der Resistenz 

gegenüber 5-Floururacil vermutet (Comelli et al. 2003; Shin et al. 2005). Außerdem gibt es 

Hinweise auf eine Korrelation der Expression der ATP-Synthase und der Mutationshäufigkeit 

von p53 sowie genomischer Instabilität (Seth et al. 2009). 

ERp44 ist bisher nur sehr rudimentär charakterisiert. Das Protein ist im Endoplasmatischen 

Retikulum lokalisiert und übernimmt Funktionen bei der Faltung von Proteinen (Anelli et al. 

2002). Darüber hinaus ist ERp44 auch für die Regulation der Sekretion von Proteinen, der 

Redox-Regulation und der Signalweiterleitung über Ca2+ beteiligt (Cortini und Sitia 2010). 

Eine Verbindung zu Krebserkrankungen ist bisher nicht bekannt. 

 

6.3 Übersicht über die ELISpot-Reaktivität und die Ergebnisse der 

Sequenzanalyse 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28 (untenstehend) 

Übersicht über die ELISpot-Reaktivität sowie die Ergebnisse der Sequenzanalyse. Links 

oben steht jeweils die Patientennummer und der Hinweis ob Periphers Blut (PB) und/oder 

Knochenmark (BM) Quelle der T-Zellen war. In der Tabelle steht das Kürzel dann jeweils 

für ein signifikantes Ergebnis im ELISpot. Außerdem ist links oben angegeben ob 

Primärtumor (Tu) und/oder Lebermetastasen (LM) sequenziell untersucht wurden. In der 

Tabelle ist das Sequenzierergebnis jeweils als Text oder Aminosäureaustausch angegeben. 
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7 Abku rzungsverzeichnis 
 

(w/v)   Massenprozent zu Volumenprozent 

®   registrierte Warenmarke (engl. registered trade-mark) 

°C   Grad Celsius 

µg   Mikrogramm 

µl   Mikroliter 

7-AAD   7-aminoactinomycine-D 

ADCC   Antikörper-vermittelte zelluläre Zytotoxizität 

AP   Alkalische Phosphatase 

APC   Antigen-präsentierende Zellen oder Allophycocyanin 

BCA   Bicinchroninsäure 

BM   Knochenmark (engl. bone marrow) 

BMMC   Knochenmark mononukleäre Zellen 

B-raf   Serine/threonine-protein kinase B-raf 

BSA   Bovines Serum Albumin 

bsAb   bi-spezifischer Antikörper 

CD   engl. Cluster of Differentiation 

CEA   Carcinoembryonales Antigen 

CIMD   Caspase-unabhängigen mitotischen Zelltod 

CO2   Kohlendioxid 

CSC   Krebsstammzellen (engl. cancer stem cells) 

CTC   zirkulierende Tumorzellen (engl. circulating tumor cells) 

CTLA-4   Zytotoxisches T-Lymphocyten Antigen 4  

Cu   Kupfer 

DC   Dendritische Zelle 

ddH2O   doppelt destilliertes Wasser 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNase   Deoxyribunuclease 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

Egfl7   EGF-beinhaltende Domänen-Protein 7 

EGFR   Epidermaler-Wachstumsfaktor-Rezeptor 
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ELISA    Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

ELISpot  Enzyme-linked Immunospot (Assay)  

EMT   epitheliale-mesenchymale Transition 

EpCAM  Epitheliales Zelladhäsionsmolekül  

FACS   Durchflusszytometrie (engl. fluorescence activated cell sorting) 

FCS   Fötales Kälberserum 

FITC   Fluoreszin; 2-(6-Hydroxy-3-oxo-(3H)-xanthen-9-yl)-benzoesäure 

g   Einheit Gramm oder Schwerebeschleunigung der Erde ≈9,81 m/s²  

GM-CSF  Granulozyten-Monozyten-Koloniestimulierender Faktor  

Gy   Gray (Energiedosis für ionisierende Strahlung) 

h   Stunde(n) 

H2O   Wasser 

HA   Hämagglutinin 

HE   Hämatoxylin-Eosin 

Hepa(ranase)  Heparansulfat-Endoglycosidase  

HEPES   2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

Her2/neu  Humaner epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor 2  

HGF   Hepatozyten-Wachstumsfaktor 

HPLC   Hochleistungsflüssigchromatographie 

ICAM   Intrazelluläres Adhäsionsmolekül 

Ig   Immunglobulin 

IGF1-R   Insulin-Wachstumsfaktor-1-Rezeptor 

IL   Interleukin 

Kras   GTPase KRas 

MACS   engl. Magnetic cell separation 

MAGE 3  Melanoma-assoziiertes Antigen 3  

MET   mesenchymale-epitheliale Transition 

MgCl2   Magnesiumchlorid 

min   Minute(n) 

ml   Milliliter 

MMP-9  Matrix-Metalloprotease 9  

MUC   Mucin-1 
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NaCl   Natriumchlorid 

NaOH   Natriumhydroxid 

NDV   Newcastle-Disease-Virus 

nm   Nanometer 

p53   Tumor suppressor p53 

PAP   prostataspezifische saure Phosphatase 

PB   Peripheres Blut 

PBMC   Peripheres Blut mononukleäre Zellen 

PBS    Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PE   Phycoerythrin 

PF2D   Proteinfraktionierung in zwei Dimensionen 

PGF   Plazenta-Wachstumsfaktor 

PI   Propidiumiodid 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute 

SB3-10   N-decyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propane sulfonate 

Survivin  Apoptosis-Inhibitor Survivin  

Tag   engl. Markierung 

TC   T-Zelle 

Telomerase  Telomerase reverse Transkriptase  

TFA   Trifluoressigsäure 

TIC   tumorinitiierende Zellen  

TIL   Tumor-infiltrierende Lymphozyten 

TRAIL   TNF-verwandter Apopotose-induzierender Ligand 

Treg   regulatorische T-Zelle 

™   unregistrierte Warenmarke (engl. unregistered trade-mark) 

U   Einheiten (engl. Units)  

U/min   Umdrehungen pro Minute 

UICC   Vereinigung der internationalen Krebskontrolle 

VCAM   Vaskuläres Zell-Adhäsionsmolekül 

VEGF   vaskulärer-endothelialer Wachstumsfaktor 

wt   Wildtyp 

z.T.   zum Teil 
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